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RESUMEN

RESUMEN

El girasol es uno de los principalesltivos oleaginososlel mundo por su
volumen de produccion y composici@n acidos grasos insaturados. En
promedio, durante los ultimos cinco afos, la produccibn mundial se ha
mantenido estable concefntidose el 72% de la sma entre Argentina y la
Union Europea. A pesar de esto ybide® a las condiciones de los precios
internacionales y la productividad coamptiva con otros cultivos, el area de
produccion se esta desplazando a regganas aridas a nivel mundial cobrando
relevancia la incidencia de estres#soticos como sequia, salinidad y bajas
temperaturas. Pese a la importancia econémica del girasol a escala mundial, el
grado de avance de los conocimientos ipabl sobre el gemoa de girasol es
limitado cuando se lo compara con cultivasno el arroz, einaiz, la soja, el
tomate, el trigo, la papa, la cebadar 8mbargo, en losltimos cinco afios, en
paralelo al avance de este trabajohae iniciado distintos proyectos a nivel
nacional e internacional orientados a&lsis genomico de masol con lo cual

ha aumentado significativamente la disibilidad de secuaims gendmicas y
de ADNCc, con el consecuente impactoetmvance de las investigaciones y el
conocimiento sobre esta especie.

El objetivo de este trabajo es cobtir al conocimiento de las regiones
codificantes del genoma de girasol atipade una estragia de gendmica
funcional que sirva como base paradaacterizacion transcripcional simultanea
de los perfiles de expresion inducidos begmdiciones de estrés y el desarrollo
de marcadores funcionales. Para lalcse abordo el d@arrollo de un banco
local de secuencias que se expresaitSTs ("expressed sequence tags")
diferenciales para distintos 6rganos wstadios de desarrollo de girasol y el
desarrollo de una plataforma bioinfoiica para la caracterizacion de los
perfiles transcripcionales de las masren respuesta a estrés abioticos.

En una primera etapa se evaluarostidias estrategias de secuenciacién a

pequefia y mediana escala para la tileacion de genes diferencialmente
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expresados en girasol a fiade la generacion coleiones de ADNc diferencial.
La técnica utilizada se baso en ldridacion substractiva como herramienta
para la identificacion de genes difec@almente expresados en un tejido
definido, disminuyendo significativamenla redundancia en la secuenciacion
de clones que representan a genesddntas y maximizando la deteccion de
los transcriptos “raros” o poco ahllantes. Esta estrategia posibilitdé un
incremento de la eficiencia de seccianion dentro del marco de un proyecto
gendmico de pequefia escala que aputdadentificacion de genes de utilidad
para propoésitos de mejoramiento y lastmieda de marcades funcionales.
Como resultado, se obtuvieron clonoted#srenciales a partir de hoja, tallo,
raiz y flor en dos estadiae desarrollo (R1y R4). Hio de diferentes fuentes
de ARN como objeto o “tester” y refeream “driver” fue deutilidad para la
seleccion y deteccion de tsamiptos poco abulantes. La espdaidad 6rgano-
especifica varié6 dentro de un rande 75 a 100% de las secuencias no-
redundantes (unigenes) d® de cada clonotecde ADNc. La clonoteca
correspondiente al estadio R4 de fioe la menos redundante con un 62% de
secuencias Unicas y la gaportd el nimero mas elal@de secuencias nuevas
de girasol. El analisis bioinformatico Bevo a cabo mediante la instalacion de
un servidor local (INTAO1) conteniendo las herramientas de distribucién
publica para la edicion, analisis y emddado de secuencias como Phred/Phrap,
CAP3 y algoritmos de comparacion dewsencias como BLAST y el desarrollo
de BioPipeline® una plataforma desdlada en entorndNindows para el
analisis automatizado de secuencias utilizando los mismos programas
algoritmos mencionados anteriormente.ihfarmacion de secuencias generadas
fue depositada en la base dbESTs de N@B& su distribucién publica. Para el
manejo local de esta informacion sesaleolld6 una baseelacional de tipo
ACeDB para la integracion de lafammacion generada y su anotacion
funcional. Sobre un totale 919 secuencias que foereditadas y anotadas, 318
representan secuencias uUnicas. Lamparaciones contra bases de datos

publicos arrojaron un valatel 60% de secuencias no-redundantes con similitud
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a secuencias conocidas. El numergeees novedosos predas varié segun la
clonoteca analizadas, en un rango quedga56% en las clonotecas de flor
estadio R4 al 16% en las de flor R1sla@mparaciones condd&STs de girasol
depositados y reportados en basesddws mostraron gu 197 secuencias
(59,9%) del total) representaban seaig nuevas, sin similitud significativa
con secuencias conocidas. Este enfoqaeeefutoso respecto del aislamiento de
un numero significativo de secuencias reportadas asociadas en su funcion
inferida (probable) a caracteres de importancia agronOmica, procesos
regulatorios y fisiolégicos clave.

En una segunda etapa se abordd la evaluacidn de la expresion relativa
simultanea de los transcriptos correspentiis a las secuencias de la base de
ESTs desarrollada bajo diferentes commfies de estrés aliéo utilizando la
tecnologia de micromatrices de AD Se imprimieron los fragmentos
representativos de los 318 unigenes aoha$ en las clonotecas previamente
descriptas en micromatrices sobre sopdeeidrio. Se evaluaron tres muestras
biologicas tanto para tenhiento de frio (estrés térmico), tratamiento de
salinidad (estrés salino) y controlespnesentados por plantas crecidas en
condiciones regulares. Estos estrefigsron seleccionados considerando al
girasol como una planta con graddemedio-alto de sensibilidad a bajas
temperaturas en la zona radicular,c@sho también particularmente susceptible

al desarrollo en condiciones de alta salinidad.

El analisis transcripcional permitiddetectar 3 grupos de genes bien
diferenciados en sus patrones de expredt@r una parte el Grupo 2, integrado
por 126 genes, no mostr@ariacion en sus niveles medios a través de los
tratamientos. En cambio, el Grupo 1 €igtado por 112 genes) evidencié sobre-
expresion respecto del control cuandodistas fueron sometidas a estrés (por
frio o por salinidad). De manera analpg@ genes conformaron el Grupo 3,
pero en este caso se observé una gpbesion respecto del control en ambos
tratamientos. Dentro del grupos 1 y s detectaron perfiles de expresion

diferenciales para ambos tipos de é&strsiendo la sobrexpresion y/o sub
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expresion de los genes evaluados maswproiada en respuesta al estrés por frio
respecto al estrés por salinidad. Finaltegsurgieron 80 genes candidato en la
separacion de tratamientos al®ierdo a su p-valor ém prueba de comparaciéon
de medias por analisis de la varianzsuyubicacion en la region periférica del
plano de ordenacién generado por s primeros ejes principales de un
Analisis de Componentes Principales (AG la matriz deexpresion génica
escalada gen a gen por la desviacgstandar residual del andlisis de la
varianza. De estos genes, 7 fuerondaalbs por técnicas de reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativ®€¢al Time PCR habiéndose obtenido patrones

transcripcionales similares cambas estrategias de analisis

La diferencia en expresion génica faealizada en relaciéal origen de las
secuencias en evaluacion.sLsecuencias provenientds la coleccion de hoja
mostraron en general patres de subexpresion gémien respuesta a ambos
estreses (la mayoria corresponden a gasesiados al procesle fotosintesis)
mientras que las secuencias aisladas Ecdones de tallo o flor en estadio R4
mostraron patrones de induccion génimente a los mismos estreses. Si se
considera que los cambios transcrmeles en respuesta a frio y salinidad
fueron evaluados emoja, estos resultados confirmianeficiencia de la técnica
de SSH utilizada para la generacion lds colecciones de ADNc 6rgano
especificas y explica la alta relaciéntdenscriptos que muestra cambios en su
perfil en respuesta a estreses elacién a los que no varian su nivel
transcripcional en las condiciones evalgad®urante la segunda etapa de este
trabajo se realizé un analisis de losgéhes candidatos, detectandose 48 como
sobre o sub expresados frerat uno u otro estrés, indicando la implicancia de
mecanismos regulatorios comunes a ambos estreses. Asimigmi@® jénes se
detectaron inducidos o sub expresadsgecificamente frente a un estrés y no
frente al otro. De acuerdo al analigiméional comparativo estos genes estarian
involucrados en mecanismos de gukacion incluyendo procesos de

transcripcién, traducciondegradacion/plegado o téraccion de proteinas o
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asociados a mecanismos dagm@cion y procesasnto de especies reactivas de
oxigeno. De estas secuencias, 12 cporden a secuencias con funcionalidad
desconocida. Sélo 3 deslasecuencias analizadas este trabajo mostraron
patrones transcripcionales opuastincluyendo una con similitud a un

transportador de lipidos.

La informacién generada a partir dee caracterizacion del banco de ESTs
constituye por una parte una fuemte informacion soler genes candidatos
involucrados en mecanismos de respuesestreses abidbis que pueden ser
incluidos en ensayos deomplementacién en plantas transgénicas modelo y
asimismo permite identificasecuencias nuevas raescriptas anteriormente
para el desarrollo de marcadores funales a ser utilizados en programas de

mejoramiento asistido de este cultivo.

Palabras claveHelianthus annuusgirasol; EST; SSH; ADNc diferencial;
genomica funcional; bioinformatica, atrscriptos O6rgano- especificos;

micromatrices de ADNCc; estrés doio, estrés salino, PCR cuantitativa
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SUMMARY

SUMMARY

Sunflower is one of the most importaml crops worldwide regarding its production
volume and composition in uatsirated fatty acids. Hower due to international
price conditions and productivity respeot other crops, sunflower production is
progressively expanding to arid regionsrigwide. Consequently, abiotic stresses

as drought, low temperatures and salirdiyfse as main constrains nowadays.
Sunflower is considered a medium-high tal@ plant crop tdow temperatures in

the radial zone and sensitive to saline emunent. Compared to other crops such
as rice, maize, soybean,ntiato, wheat, potato and ey genetic and genomic
sunflower knowledge was limited until the onset of the present decade. However, in
parallel to the advance of this thesis (liage years), different projects aimed to the
genome analysis of cultivated sunflowerdaits related wild sgcies, resulted in a
significant increase of the number ofadlable expressed and genome sequences in
public databases.

The objective of this work was to develop tools for structural and functional
analysis of cultivated sunflower througretevelopment of a ndel organ-specific
ESTs ("expressed sequence tags") luksta, the creation and actualization of a
bioinformatics platform to characterizeatiscriptional profileof the represented
genes in response to abiotic stress conditatis the aim to identify novel genes as

a source of functional molelanr markers associated bmportant traits, under the
scope of an alternative, cost-effeetistrategy to high-throughput sequencing
projects.

In the first stage of this work a low scale sequencing strategy based on suppressed
subtracted hybridization rtteod was evaluatke for the construction of organ-
specific cDNA libraries in order to idéfy differentially expressed genes in
sunflower Differential organ-specific ESWwere generated fromdé stem, root and
flower bud at two developmental staged @hd R4). Organ-specificity ranged from

75 to 100% of non-redundant sequences in the different cDNA libraries. Sequence

redundancy varied according to the target and driver cDNA used for each library.
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The R4 flower cDNA library was the less redundant library with 62% of unique
sequences.

Bioinformatics analysis was achieveddhgh the developmemtf BioPipeline®, a
bioinformatic tool for sequence qualityaysis, contaminant sequence removal and
sequence assembly and am#dic annotation based on the utilization of free
available software as Phred/Phrap, R3Aand BLAST algorithms using a local
server installed at the Institute &fiotechnology, INTAOLl. Processed sequences
were deposited for public distribution in the dbEST database at NCBI. Biological
information related tdhese sequences was locally stored using an ACeDB-based
relational database as ddaatory information managemiesystem. Out of a total

of 919 sequences that were editead aannotated, 318 were non redundant
sequences. Comparison against sequencpshhc databases showed that 60% of
non redundant sequences showed significant similarity to known sequences. The
number of predicted novel genes variathong the differentDNA libraries,
ranging from 56% in the R4 flower to 16 % in the R1 flower bud library.
Comparison with sunflower ESTs on picbdatabases showed that 197 of non-
redundant sequences (60%) dnot exhibit significant similarity to previously
reported sunflower ESTs. This approduiped to successfully isolate 33 newly
reported unique sequences for sunflowerapely related to responses to biotic
and/or abiotic stresses. Applicatioof suppressed subtracted hybridization
technology not only enabled tleest effective isolation oflifferentially expressed
sequences but it also allowed the iderdificn of novel sequences in sunflower
from a relative small number of analyzegquences when compared to major
sequencing projects.

In a second stage, functional genomiadgts were performed using microarray
technology. A cDNA glass slide chipmtaining the 318 organ-specific unigenes
was constructed in order to evaluate #xpression profile under cold and salinity
stress conditions. Three biological leaf séesfrom treated plds, exposed either

to low temperatures or watered with NaCl solution, as well as control plants grew
under standard condition, were evaluabgdhybridization offluorescence labeled

treated and control RNA to target gendsanscriptional aalysis allowed the
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detection of three groups of genes wahfferentiated in their expression profiles
during the exploratory analysis. Oneogp composed by 126 ges did not show
variation along treatments; a secogdoup composed by 112 genes showed
evidence of up-regulation under abioticess (cold or salinity), whereas a SUB-
regulation in both treatments was obsdrne the 49 genes belonging to a third
group. During the second phasfethis analysis, 80 candittagenes were identified
according to th@-valueobtained by classical ANOVA and their peripheral location
in the PCA analysis of the gene mati$even genes were experimentally validated
by quantitative real time PCR (QRT-PCR)rzethe transcriptional patterns derived
from the two methods highly milar in all cases. Diffances in genes expression
were analyzed according to the differahtirgan-specific cDNA library from which
they were isolated. While differential lel#frary sequences shed the majority of
genes sub-regulated (most of themresponding to photosynthesis or general
metabolism related genes), R4 flowervelepmental stage and stem libraries
showed a larger number aip-regulated genes. Consinhgy that transcriptional
changes in response to salt and cold stsesse evaluated in leaf tissue, these
results confirmed the efficiency of SSH technique in the generation of the
differential organ spefic libraries and explained the largeanscription change /
transcription unchangedatio detected in these agsaWithin the 80 candidate a
large number of evaluatedgeences (48) were either-opgulated or sub-regulated
under both abiotic stresses, thus suppgricommon regulatory mechanisms and
general responses to lowrtperature and salinity. Intestingly 17 sequences were
specifically up regulated and 12 were speaificsub-regulated in one stress but not
in the other. These genes are potdgtianvolved in different regulatory
mechanisms including trarmgation / translation / protein degradation / protein
folding or correspond to genes involvedR®S production oROS-scavenging and
some of them (12) did nohew similarity to reported ge products. Only three of
the evaluated sequences in this work showed an inverted transcriptional pattern
under cold and salinity stress, including evith similarity to a LTP transcript.

The information obtained from this EST library characterization not only

contributed as a major source of knosige about candidate genes involved in the
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mechanisms of abiotic stresssponses in sunflower that can be incorporated in
future complementary geneudies in model or sunflowdransgenic plants but also
allows the detection of new putative faiooal markers as a key tool for marker

assisted selection in sunflower.

Key words: Helianthus annuus sunflower, EST; SSH; differential cDNA;
functional genomics; bioinformatics;organ-specific transcriptoma; cDNA

microarrays; cold stress, salinity stress, quantitative PCR
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I.1.Descripcion del taxén

La familia Compositae pteneciente a la Clagdagnoliopsida (Dicotiledoneas) es
una de las familias mas grandes y divedgasodas las plantas con flor, conteniendo
un décimo de todas las especies de apgimsas. Se caracteripar tener una flor
compuesta (inflorescencia), ¢k cual deriva su nomhr&e estima que el numero
basico cromosdémico es nueve. Todas las especies Compositae analizadas hasta la
fecha tienen genomasnas grandes que 1,1 picogranmdes ADN /1C; (Kesseli y
Michelmore, 1997). La familia probablemense origin6 en América del Norte
hace 30 a 100 millones déas atras (Raven y Axelrol974) y sufrid una rapida y
extensiva diversificacion produciendo un gempectro de taxonesontiene mas de
cuarenta especies econémicamente impodagrdea la vida del hombre, entre ellas:
lechuga [(actuca sativa L.; alimentacion), girasol(Helianthus annuuslL;
alimentacién y ornamental), topinambue{ianthus tuberosu4.., alimentacion,
forrajero, prebidtico), cartamoCarthamus tinctorius L., alimentacion, uso
industrial), camomila (medicinal),crisantemo, dalia, margarita Winnia

(ornamentales), entre otras.

1.2. El girasol

El girasol cultivado es una de las pogdantas que han sido uhesticadas en la

zona templada de América del Norte yyo antecesor silvestre es conocido con
precision.  El girasol,Helianthus annuus .. comprende tres subespecies
principalesHelianthus annuus ssp lenticularigirasol silvestreHelianthus annuus

ssp annuusgirasol maleza yHelianthus annuus ssp macrocarpggasol cultivado

por sus frutos comestibles. El primequie se encuentra difurtth en el oeste de
América del Norte, es ramificado, con capitulos y aquenios pequefos y pocas flores
liguladas. El segundo, se lo encuentra en el Medio Oeste de los Estados Unidos, es

también ramificado, pero con capitulosaguenios de mayor tamafio y nUmero de
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flores liguladas mas numerosas que iblestre. EIl girasol cultivado es no
ramificado, con un solo capltucon numerosas flores ligadas y aquenios grandes.
Esta distribuido en casi todo el mungmro no persiste fuera del cultivo
(http://lwww.asagir.org.ar). El girasol cultivado Kelianthus annuus .). es una
especie diploide (2n = 2x34) con un genoma haploidgeedio de 3000 megabases
aproximadamente (Arumuganathan 1991). Pertenecesabi@ibu Helianthinae,
subfamilia Asteroideae y faha Compositae (Seiler y Bseberg, 1997). El centro
de diversidad de dicha especie es Ao#del Norte (Heiser y Smith, 1955; Heiser,
1976). El génerdielianthusesta compuesto por 36 esmscperennes y 12 especies
anuales. Algunas especies salvajesidianthushan sido importantes fuentes para
la identificacion de genes de resistenaia@nfermedades, tole@a a la sequia,
esterilidad citoplasméaticanasculina (CMS) y otras acteristicas agrondémicas
importantes (Jan, 1998). El desarrolbel girasol cultivadopor cruzamientos
interespecificosH. annuus x H. petiolar)scon incorporacion del CMS dd.
petiolarisy los genes restauradorés la fertilidad déH. annuusabrieron el camino
de la industria de la sélha hibrida de girasol (Lectg, 1969; Kinman, 1970; Fick y
Zimmer, 1976).

El girasol es naturalmente una especie alégama y auto-incompatible, su
domesticacion ha permitido &uto-compatibilidad y un awento en el tamafio y en
el vigor de la semilla. Esto hace quegehsol cultivado tenga varias caracteristicas
que facilitan su andlisiggenético, a su vez el sirollo de germoplasma
autopolinizable ha favorecido los prograndasmejoramiento comel desarrollo de
hibridos. El girasol cultivado puederseruzado sin dificllad, tiene una alta
produccion de semillas (aproximawante 1000 semillas/planta) y un tiempo

generacional corto de 70 a 100 dias.

I.3. El girasol en el mundo

El girasol es uno de los principales owds oleaginosos dehundo. En promedio,
durante los ultimos cinco afios, la prodidn mundial se ha mantenido estable

concentrandose el 72% de la mismdreerArgentina y laUnion Europea. Los
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subsidios han sido el motor de la producaimasolera en Europa, mientras que en

la Argentina, la expansiae este cultivo se debio fundantalmente ahumento de

productividad y eficiencia en los costos. g&e datos de la Camade la Industria

Aceitera de la Republica Argentina (Rca, 2005) la producciopara la campafa
2005/06 se estima en 25 milles de toneladas (Tabla 1).

Item

Area cosechada (1.000 HA)

Rendimiento (MT/HEC)
Produccion de semilla
Argentina

Europa del Este
Unién Europea

China

Rusia/Ucrania

EEUU

India

Turquia

Otros

TOTAL

Importacion de semilla
Meéxico

Unién Europea

Otros

TOTAL

Semiilla partida
Exportacion de semilla
Argentina

EEUU

Rusia/Ucrania

Otros

Tabla 1. Produccion de semilla de girasol (en miles de toneladas)
Semilla de girasol
Provision mundial (enmiles de toneladas)
2000/01 | 2001/02 | 2002/03 | 2003/04 2004/05 2005/06
) Revisado Estimado
19.540 18.485 19.892 22.918 21.262 22.791
1.18 1.18 1.2 1.17 1.23 1.29
2.950 3.72( 3.340 2.990 3.650 3.800
1.65) 1.86 1.648 2.295 2.270 1}950
3.333 3.030 3.718 4.078 4.133 3.[f65
1.954 1.750 1.9446 1.820 1.750 1.860
7.36¢8 4936 7.194 9.348 8.001 10.450
1.608 1.551 1.112 1.209 930 1.8p4
730 870 1.060 1.160 1.300 1.250
630 530 83( 560 640 790
2.880 3.551 3.108 3.467 3.505 3.665
23.110 21.799 23.956 26.927 26.179 29.344
23 10 104 38 11 2
1.999 1.155 1.007 1.473 763 1.0p0
704 467 812 1.249 818 801
2.726 1.632 1.923 2.760 1.587 1.8p4
21.116 18.514 21.149 23.442 23.115 25.%10
94 342 232 44 97 12)
153 176 122 136 116 226
1.768 100 524 1.271 73 560
711 1.084 1.112 1.27y 1.257 9%7
2.726 1.702 1.990 2.728 1.543 1.863

TOTAL

(Fuente :http://www.sunflowernsa.com/statskadbp?contentiD=109&htmlID=74&submit170=View&s

ubmit.x=57&submit.y=12)
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[.3.1. El girasol en Argentina

El cultivo de girasol es el segundo en intpocia dentro del nmeado argentino de
produccion de semillas oleaginosas. Segun estimaciones oficiales (ver Plan
Plurianual de CyT) durante el periodo 1#BArgentina fue el segundo productor
mundial (detrds de la edRSS) con 6,7 millones deneladas, lo cual produjo
ingresos por 1000 millones de dolares epoebaciones de aceites y granos. Si bien
estos niveles de produccibn no se mantuvieron en los dltimos afos,
fundamentalmente debido a una fuerte bajgpoecio del aceitele girasol ante un
aumento considerable de la disponibilidé& competidor aceitele palma en el
mercado mundial, el mismogsie siendo un producto estratégico para nuestro pais.
Argentina actia como formadode precios para esteltten. Dada la relevancia

del girasol y el desarrollo agroindustriggrivado del mismo para la economia del
pais, es fundamental quegintina promueva este cultivo definiendo una politica
agricola robusta e independiente y dediamdo un importantpaquete tecnolégico

gue nos permita ser contjiiros a nivel mundial.

l.4. El estrés abidtico y las plantas

El estrés abidtico es laflnencia negativa sobre el shrollo vegetayenerada por

el cambio medioambiental. Durante su desarrollo las plantas se encuentran
expuestas frecuentemente a factores cagisale estrés, tanto naturalmente como
en condiciones agricolas. Algunate estas condiciones medioambientales
desfavorables varian en poaogutos u horas (viento, log), mientras que a otras
les toma dias o semanas (sequia) eusaclmeses (falta de nutrientes) (Taiz y
Zeiger, 1998), (Dezar, 2005a). Un hecimportante es que las plantas son
organismos sésiles que como tales debafrentar cambios ambientales como
salinidad, sequia y frio. Si bien la saled, el agua y el frio son estreses
claramente diferentes entre ellos en sunatgaa fisica, cada uno dispara diferentes
tipos de respuestas en las plantas, activando también reacciones tipicas en estos

organismos. Asimismo en los ultimosoafse ha estudiado méas profundamente y
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en forma concertada la compleja red tcensduccion de sefiales en respuesta a
estreses abidticos especialmente en plantas modelo Acabadopsis(Zhu JK.,
2001). No obstante las respuestas a fri@stan relacionadas con las respuestas a
salinidad, sequia o regulacion por ABA, se pudo detectar una cascada
transcripcional que incluyen genestiemdos por TFs suoetidos a bajas
temperaturas: CBF y DREB1 (Zhu 2001, Mgama y col. 2004). Esta respuesta

fue también reportada emroz por Dubouzet y £02003).
[.4.2. Las plantas y la salinidad

Si bien el sodio es un micronutrientefdadamental importancia para el desarrollo
vegetal, niveles de sodio en soluciénexigeso son adversosrpda produccion de
granos comerciales, afectando su ealidy cantidad (Gepstein y col. 2006;
Blumwald y Grover 2006). Los suelos sal en zonas aridggo semi-aridas de

Asia, Africa y Sudamérica son causie un vasto nimero de limitantes
agronomicas. En Asia, por ejemplo, 2hiiones de hectareas son consideradas no
aptas para cultivo por salinidad presunta (de las cuales 12 millones son limitados
por salinidad y las restantes 9,5 millones timies en su relacidn alcalino/sodica).

Si incluimos a la India en este analisg&s6 millones de hectdas adicionales se
suman a esta probleméaticde las cuales 3,4 milloneson suelos sodicos. Una
observacion relevante a esta problematica es que el sintoma ambiental de suelos
salinos se encuentra acentuado con eteanio de irrigacion esuelos agricolas

(Sahi y col. 2006).

Un importante objetivo en el desarroligricola moderno ha sido mejorar la
tolerancia a sequia y salinidad en los cultideggrano. Dado gula mayor parte de

los suelos aptos para agricultura se enthan en procesos de salinizacion o de
irrigacion pobre, el impacto regional de la salinidad en la produccion de granos se
ha tornado preocupante en los ultimos a@éogliversas partedel mundo (Tanji,

1990; Flowers y Yeo, 1995) surgiendo la necesidad de obtener plantas tolerantes a
la salinidad. Es por ello que la necesidadbalancear productividad con tolerancia

a la salinidad y/o sequia se ha ta@maen los Ultimos afios como un punto de
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discusion que debe ser resuelto a fasiet rendimiento relativo s6lo en éareas
cultivables. Sin embargo, los rapidos avances que se estan llevando a cabo en el
conocimiento de mecanismosuimicos que podan participar en las respuestas
de las plantas a los estreses abioticos, asi como también la elucidacion de rutas
metabdlicas que responden al estrésgadinidad, ofrecen nuevas aproximaciones
en la resolucion de este problema [stesite (Bohnert y Jensen, 1996, Winicov y
Bastola, 1997).

Una amplia gama de evideasi sugiere que la respuesta celular de las plantas a
condiciones de alta salinidad se encuentntrolada por multiples genes (Bartels y
Sunkar, 2005; Chinnusamy y col. 200%jendo este proceso un mecanismo
complejo que involucra la activacion dea cascada de expresion génica actuando
de manera concomitante clanrepresion de genes ctingivos o de mantenimiento
(Sahi y col. 2006). En los ultimos cinco amb@dvenimiento de técnicas de macro

y micromatrices de ADNc permiti6 estadien forma concertada el perfil de
expresion diferencial en plantas somasida estrés salino (Seki y col. 2001;
Kanesaki y col. 2002; Sahi y col. 2003; iéeEda y col. 2004; Marin y col. 2004;
Sottosanto y col. 2004; Taji y col. 2004; Shikizaacol. 2005). A partir de los datos
obtenidos deArabidopsis thalianay Oryza sativasurgen las hipétesis de que las
plantas toleran la salinidad debido a léoolas efectoras que a través de un
mecanismo molecular compde modulan la etiologia del estrés o atentan sus
efectos a través de moléculas reguladarasiucradas en la percepcion del estrés
(Hasegawa y col. 2000, Sahi y col., 2003).

a) Bomba N&K*

Entre las estrategias para mantener un equilibrio K+/Na+ adecuado en el citosol
estan la extraccion y/o owartimentalizacion de sodio. Bajo las condiciones
fisioldgicas tipicas, las plantasantienen una proporcion delf/Kla" constante. El

K" se mantiene relativamengdto, de 100-200 mM Yas concentraciones de Na
bajas de 1-10 mM (Wilson y col 1995). Umaento en la concentracion intracelular

del N& establecera un gradiente de potah@lectroquimico que favorecera el

transporte pasivo del sodio atosol. Los antiportadores de Md® median la

20



I. INTRODUCCION

compartimentacion dentro de Vacuola y la extraccion de Nae la célula, estos
dos procesos son claves en la accioncedada en la desintoxicacion y la

regulacion osmética del Naitosolico (Blumwald y col. 2000).
b) Antiportadores NaH"

Las enzimas estudiadas damths halo6fitas muestranagr sensibilidad a salinidad,
lo que sugiere que estas plantas son capBe@santener constantes los niveles de
Na" en el citosol. Esto puedegrarse compartimentalizando el Nm vacuolas, o
bien, secretando Na Se reportaron antiportadores ‘M de membrana
(Blumwald y col. 2000), ademas Ideien caracterizado antiportador Wd" de
membrana SOS1 dérabidopsis thaliangShi y col. 2000). La sobreexpresion de
AtNX1, antiportador vacuolar N&H* de Arabidopsis thaliangdApse y col. 1999) y
tomate (Zhang y col. 20019onfiri6 mayor tolerancia a salinidad. Asimismo,
plantas transgénicas &eassica napupara el mismo gen crecieron normalmente y
produjeron semillas en presencia de 200 dévNa Cl (Zhang y col. 2001), ademas

de mostrar un incremento &s niveles de prolina.

1.4.3. Las plantas y las bajas temperaturas

Las plantas capaces de aclimatarse al fricilpen las bajas temperaturas sobre cero
durante el avance del invierno y dispagocesos bioquimicos especificos que
resultan en la tolerancia, aun de tempuras de congelamiento (Thomashow,
1999).

La aclimatacion al frio estd asociada a la expreg@movode genes, sintesis de
proteinas y varios cambios fishglicos (Guy, 1990). Los mecanismos que
contribuyen a la tolerancia incluyen [@evencion de la deaturalizacion de
proteinas inducidas por bajas temperaturkss prevencion de la precipitacion de
moléculas y la atenuacién de las consecuencias de la formacion de hielo
intercelular. Entre los mecanismos inwalados en la estabilizacion de las
membranas celulares en respuesta al jiregan un papel relevante los cambios en

la composicién de lipidos (Steponkus Y, d®93; Uemura y Steponkus, 1997) y la

21



I. INTRODUCCION

acumulacién de solutos compatibles (moléculas que pueden acumularse en la célula
sin modificar el metabolismo central) enuék de plantas sometidas a este estrés.
Se han aislado y caracteaa@o numerosos genes induetblpor bajas temperaturas,
en varias especies vegetales ineluyo alfalfa (Wolfraim y col., 1993}rabidopsis
(Gilmour col., 1992; Nordin, 1991; Yamachi-Shinozaki, 1993), cebada (Dunn y
col., 1991) y trigo (Houde gol, 1992, Oullet y col., 1998WUna gran parte de estos
codifican proteinas de funcion conocida quatribuyen a la tolerancia a las bajas
temperaturas. Por ejemplo, el genAdabidopsisFADS8 codifica una desaturasa de
acidos grasos que alteraria la compositgidica de las membranas (Gibson y col.,
1994). También se cooen genes de chaperonas en espindagsica napusjue
responden a las bajeamperaturas y genesgulados por frio que intervienen en la
transduccion de sefales. (Figura 1).

FRIO (1) ESTRES OSMOTICO ESTRES IONICO
\ (SEQUIA) (Il (SALINIDAD) (111
Sensores (?) .
x !
Moléculas del Q \ Q / +2
e Ca
sefializacion T~ ;/ ~a
+
a
Cascada de $ SOS3
MAPK (Unién a Ca®
CDP
l SOfZ/PKS
Nucleo
Factores de
transcripcion
Genes
C%FS/DREBS
tempranos ?
Genes l
waios RDIGORIKINILTL, etc |
Antioxidantes y osmolitos Proteinas tipo LEA SOs1
Respuesta Proteccion, reparacion Proteccion y reparacion de (Transportador i6nico)
Funcién de dafios y ciclo celula dafios Homedstasis i6nica
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Figura 1 (Puebla AF. y Del Viso F. 2004): Vias principales de sefializacion en plantas en respuesta
a estreses abiéticos (frio, sequia y salinidad)a via | de sefializacion involucra la produccion de
antioxidantes y osmolitos involucrando la transduccion de sefiales a través de MAP kinasas. La via ll
involucra la produccion de diferentes tipos de proteinas (tipo LEA y otras) y estd media@é st C
La via lll involucra a la via SOS, especifica églrés ionico. No se detallan las moléculas de

sefializacion o segundos mensajeros.

Sin embargo, muchos genes inducidos derém aclimatacion a bajas temperaturas
codifican proteinas de funcion desconociMachas de éstas presentan homologia a
las proteinas LEA (Late Embryogenegibundant). Los polipéptidos LEA son
sintetizados en la semilla dunte la embriogénesis tarciates de la desecacion y
también en plantulas en respuesta ddshidratacion (Ingram y col., 1996). Estas
proteinas son altamente hidrofilicas, tiemea composicién sind de aminoacidos

y en muchas se predicen regiones capaces de forhélices anfipaticas. Otras
proteinas, de funcion desconocida, quesacencuentran agrupadas con las LEA,
son las codificadas por genes COR (coklistant), también designados LT1, KIN,
RD y ERD, deArabidopsis Estas proteinas también presentan regiones con
capacidad para formawn-hélices anfipaticas que podrian tener roles en la
estabilizacion de las membranas durantebljas temperaturas. Algunos de estos
genes han sido utilizados para transfar plantas susceptibles a frio bajo
promotores constitutivos (35S CaMV) yls&n realizado estudios de adquisicion de
tolerancia a estrés con las plantas dgémicas obtenidas (Holmberg y Bulow,
1998). Los resultados sugieren que lartoleia a bajas tempuras depende de

varios genes de tolerangiano de un gen particular.

1.4.4. Exigencias climéatico-ambientales del girasol

El girasol es un cultivo que se adapta bien a diferentes ambientes (Robinson, 1978),
pudiendo tolerar tempaturas bajas y periodos de estrés hidrico. Con relacién al
fotoperiodo, el girasol se clasifica coraspecie insensible. Este comportamiento

puede ser verificado por la amplia dispersédnel territorio nacional de hibridos y
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variedades probadas en IRedes de Ensayo de Girasol. No obstante, algunos
cultivares se comportan imm plantas de dia largo.

El déficit hidrico es el principal factor litainte para el desarrollo de los cultivos en
suelos de aptitud agricola (Boyer, 1882 Ademas, el girasol es cultivado
frecuentemente en condiciones de sec&na,pesar de ser considerado como un
cultivo tolerante a la sequia, su prodidn en granos puede ser afectadas
drasticamente (Castro y Boucas Farias, 2005).

1.4.5. Efecto de |la temperatura en el desarrollo del girasol

En suelos con aireacion y disponibilidadifida adecuadas, la temperatura es el
factor mas limitante en la gainacion de la semilla del girasol. Dicho proceso se
inhibe con temperaturas de suelo menar&s4°C y aumentaxponencialmente de
3°C a 30°C, disminuyendo abruptamente @ocima de los 3T (Macchia y col.
1985; Gay y col. 1991). Las temperatura@baurante la germinacion retrasan la
emergencia, el establecimiento radicuk inducen la formacion de plantulas
pequefias. De esta manera, la plantada expuesta al ataque de patdgenos y
plagas presentes en el suelo. Varios astoitan como la temperatura basal para el
girasol valores entre 4°C y 8°C (Robinsgncol., 1967; Sadras y Hall, 1988;
Merrien, 1992; Villalobos y Ritchie, 1992No obstante, las plantas pueden tolerar
temperaturas bajas por periodos cortosncjpalmente en la fase inicial de
desarrollo hasta 4 o 5 hojas (Robinson, 19@8gntras que por debajo de 4°C a

5°C se considera que el girasolpresenta actividad fisioldgica.

|.5. Proyectos genémicos

Los importantes avances en genética de avanzada y genomica en los ultimos 12
afios resultaron en el desarrollo de urpangenético de girasol saturado basado en

el uso de diferentes marcadores molares que incluyen RFLP, AFLP y SSR
(Berry y col., 1994 y 1995, Gentzbittelcpl., 1994, 1995 y 1999; Jan y col., 1998;
Gedil y col., 2001; Tang y col., 2002; Pego y col 2006; Poormajarti y col 2006).

El desarrollo de un gran mero de microsatélites pwolérficos (Paniego y col.,
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2001, Tang y col., 2002) demostré su utilidad no solo por su aplicacion en la
seleccion asistida sino también en genotipificatlngérprintingg de ADN vy
estudios de relacion gendmicos. Adenids,proyectos de secuenciacion de ADNc
han identificadoExpressed Sequence Ta(isSTs) en diferentes plantas. En la
actualidad, se encuentran representadds de 100 especies de plantas en la
division EST de GenBankw{vw.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summary.html
con un total de 39.769.148 setgias (depositadas al ¢ noviembre de 2006).

Sin embargo, los proyectos éeabidopsis arroz, maiz, tomate y soja aun retnen
mas del 50% del total de las entrtadLa familia de las asterace@enpositaegsta
representada por 466.639 entradas declales 94.110 secuencias corresponden a
ESTs de girasol. Dichos proyectos piéem la caracterizacion dgupos completos

de transcriptos en organismos blancalymismo tiempo proveen una fuente de
marcadores genéticos funcionales que puedeciarse a tratamientos agronémicos
importantes, complementandd asuso de marcadores neg. De esta manera, el
uso de marcadores de tipo EST podridifacel mapeo genético de aquel gen que
afecte directamente al tratamiento o semia especifica con funcién predicha por
comparaciéon de secuencia (Cwtwol., 2001).

Los ESTs generados a partir de colenes de ADNc podrian representar,
idealmente, todos los genes de un doy® tejido en un estadio de desarrollo
especifico y/o expuestouna determinada condicion arabtal. Sin embargo, las
diferencias encontradas avel de expresion entre genen un determinado tejido
tienen rendimientos de ARNm que difieren abundancia, haciendo dificultosa la
captura de ARNm poco abundantes o Uniaogartir de dichas clonotecas. Este
problema también lleva a la secuenciaciundante de clones que representan los
mismos genes expresados, afectando laeefia y efectividad de costo de la
técnica basada en ESTs (Bonaldo y. d8196) la cual dificulta la capacidad de
laboratorios de bajo presupuesto paradtea cabo estudios de caracterizacion a
partir de ESTs.

Para evitar este problemargportaron diferentes estrategias basadas en clonotecas
de ADNc normalizadas (Patanjali y cdl991; Soares y col., 1994, Bonaldo y col.
1996) incluyendo algunas de aigvegetal (Asamizu y coR00O0; Ali y col., 2000,
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Reddy y col., 2002). En los estudios quanstituyen esta tesis, se reportd por
primera vez en girasol el aislamienyo caracterizacion de ESTs a partir de
colecciones de ADNc 6rgano-especificamstruidas por la técnica de hibridacion
por supresion substractiva (Diatcke y col., 1996, 1999) como un método
alternativo para identificaranscriptos de girasol exprews diferencialmente en un

organo o tejido en diferentes estadius desarrollo en comparaciéon con otros
tejidos vegetales. Ademas,am®alizo la eficiencia de $ométodos de substraccion y

enriquecimiento para cadaleccion de ADNc generadkernandez y col 2003).

I.6. Gendémica del girasol

Pese a la importancia econdémica del girés® estudios genétis y gendmicos en
esta especie son limitados, siendo unoladefactores determamtes de ello la
complejidad taxondmica del géndfielianthus Entre los factores que contribuyen
a esta complejidad se encuentran el alimmero de especies anuales y perennes,
hibridos interespecificos naturales o aritifies con distintos gdos de introgresion
por parte de especies silvestres, poiiibp en especies perennes y una amplia
distribuciéon geografica. A pesar de lawames avances cientifis de la biologia
estructural (incluyendo la secuenciacibocleotidica de los genomas de varias
especies) el conocimiento de las regiongsmosémicas en donde tiene lugar la
insercion de muchos caracteres de istet@drico y otros importantes para la
produccion no esta suficientemente exatlo reduciendo considerablemente su
potencial aplicacion a la eficiencia de losq#sos de mejora genética. Las especies
silvestres deHelianthus son importantes fuentes de genes de resistencia a
enfermedades, tolerancia a la sequaadroesterilidad adplasmatica y otros
caracteres de interés agrondmico. Los estutkdsa citogenética clasica en hibridos
han sido importantes herramientas para amalas relaciones interespecificas en el
género. Los rearreglos estructurales b@mo importantes en la especiacion; dado
gue las distintas especies difieren @ma o mas translocanes reciprocas e

inversiones paracéntricas y pericéntri¢@handler y col, 1986). Los rearreglos
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podrian actuar como mecanismos deaaisénto reproductivg podrian tener algan

tipo de valor adaptativo mgeniendo supergenes.

La complejidad taxonomica del género se debe a varios factores: ocurrencia de
hibridos naturales e introgresion, polipi@iden especies perennes y una amplia
distribucién geogréfica, lo que resulen una intergradacion morfolégica en
distintas formas con amplia variacion féipaca debida a componentes heredables y
no heredables (Seiler y Rieseberg, 1997h&postulado que la hibridaciéon natural

y el intercambio interespecifico de genmor retrocruzamientos (introgresion), no
solo aumentan la variacion genética entagespecies, sino que también permiten a
estas especies, inicialmente anualesnpliar su rango de distribucion.
Particularmente en el caso deepecie mas ampliamente distribuidaannuus la
misma es capaz de expandir su rangohioridacién e introgresion con especies
nativas adaptadas localmente (Seiler y &besg, 1997). La variacidén en el tamafio
del genoma es significativa entre muclespecies del género y particularmente
entre cultivares del girasol. En distintos genotiposHdeannuusse han citado
variaciones entre 4,9 y 9,9 pg. (Sims ycBri1985). Estas significativas diferencias
deben ser analizadas paranccer su causa y probaldgnificado adaptativo. El
advenimiento de técnicas de citogéca molecular como la hibridacidn situ
(FISH: fluorescence in situ hybridizatiorGISH: genomic in situ hybridizatign
brinda informacion adicional la citogenética clasica paeh analisis estructural de

los genomas (Rocco, 2001). Estas técnicas permiten combinar informacion
citologica acerca de la morfologia teer o cromosomica con informacion
molecular de la estructura de la secuencias con aplicaciones en diversas areas como
mapeo fisico, relaciones gdéiw@s y evolutivas entre especies, organizacion del
genoma y arquitectura nuclear.

Como se mencionara en &eccion anterior, el adweniento de los proyectos
genomicos a gran escala permitido un sustancial aumengn el nimero de ESTs
descriptos para muchas esigs vegetales incluyendo girasol. Actualmente hay
depositadas en bases publicas 94.110 E@&I gjirasol que representan 33.246

secuencias Unica$ttp://www.tigr.org/tdb/tgi/haqgi/release notes.htmlAsimismo

se han caracterizado 2.500 polimorfismoss@euencias unicas y/ o deleciones
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pequefias basados en la comparacionedaescias de ESTs provenientes de dos

germoplasmas distintosht{p://cgpdb.ucdavis.edu/ Por otra parte diferentes

proyectos de gendmica funcional han piisitnlo el estudio de diversas proteinas
antimicrobianas de girasol potencialment@licadas en la resistencia a situaciones
de estrés bibtico (Regente y col. 1997g&de y de la Canal 2000, Giudici y col.
2000, Regente y de la Canal 2001) y seclemado y analizado la expresion de
genes de proteinas antifuUngicas de girfidadangarin y col. 2000, Regente y de la
Canal 2003) pero auno se ha caracterizado la divdesl de formas alélicas que
pudieran existir para estos u otros gewasdidatos de interés. Otro avance
importante para esta especie ha sidaighmiento y caracterizacién de secuencias
de genes correspondientes a factoresatestripcion de tipo HD-ZIP involucrados
en la respuesta a distintos factores amiailes (Dezar y col. 2005), como estrés
hidrico y vias dependientes de oscuridaglemtas (ej. biogénesis de cloroplastos)
(Dezar, 2005; Rueda y col. 2005).

|.7. Secuencias EST

Las secuencias ESTs son generadas tomando clones al azar de una coleccién de
ADNCc y realizando una sola reaccion @ewenciacion con una extension promedio
de 300-500 bases. Sinleango, las secuencias ESIsnenudo se generan a partir
de colecciones de ADNc que han sido normaalas para ecualizar la abundancia de
clones que corresponden a ltiferentes transcriptos. Los ESTs secuenciados a
partir de estas Ultimas pueden ser compmrguhra identificar transcriptos que se
expresan en una coleccion y estan complente ausentes en otra, pero si se
pretende obtener datos cuantitativos exacue describanbandancia relativa se
debe recurrir a coleccionde ADNc no normalizadas (B&no y Martelotto, 2004).

Si bien existen varias estrategias pkraconstruccion de colecciones de ADNc
diferenciales, la mayoria consiste wema técnica de hibridacion de una poblacién
blanco (este) con otra que contiene ARNm exceso llamada de referencia
(driver), y luego una separacion de fiaccidon no hibridada obteniéndose los

transcriptos de interés. Los métodoadicionales de hibridaciones sustractivas
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(Bonaldo y col. 1996) (Patanjali y col. 1998oares y col. 1991) (Asamizu y col.
2002), (Ali y col. 2002), (Reddy y col.0R2) eran altamente eficientes en la
generacion de transcriptos diferetesa pero no permitia una representacion
eficiente de transcriptos poco abundantes. Las nuevas estrategias de construccion
de colecciones de ADNc diferenciales piem una eficiencissemejante en la
amplificacion de transcriptos poco abantkes respecto a los mas abundantes a
través de la incorporaciéon de etapas gwesion de amplificacion de éstos ultimos.
Diatchenko y col. (1996proponen una estrategia bdaaen esta metodologia que
permite ecualizar labundancia relativa de secuencespecificas a través de la

cinética del proceso dkibridacion (Figura 2).

ab,cd+ 8

Figura 2: Esquema representativo de la metodologide hibridacién sustractiva (SSH). (Diatchenko
y col. 1996)
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|.8. La Bioinformatica

La Bioinformatica es el area de las @& de la informéatica que aborda la
basqueda de soluciones a los peolhs biolégicos con herramientas
computacionales. Tanto el analisisngmico como sus disciplinas relacionadas
pueden ser abordados desde una perspecliferente a partir de la enorme
disponibilidad de secuencias molecal acumuladas en las bases de datos
internacionales como GenBank, EMBL, DDBJSwissProt. El impacto de los
proyectos gendémicos durante los ultimos 10 afios, ha sido por un lado la creciente
disponibilidad de secuencias, y por el dimogran diversidad de datos bioldgicos
acumulados. Esto, junto con el desarrollo de las tecnologias informéticas y la
llegada de Internet han tisfiormando la estructura d@émacenamiento y acceso de

los datos y ha permitido el skrrollo de aspectos fundantales para el avance de

los conocimientos sobre los sistemas dmalos como lo son: la busqueda de
similitud en secuencias Heculares, el andlisiscomparativo (filogenético,
taxonomico y sinténico) de las especiegrgllisis de macromolétas, la ingenieria

y disefio de estructurasgpeicas, entre otros.

Segun la definicion del Centro Nacidnpara la Informaciéon Biotecnoldgica
"National Center for Biotechnology Inforniamn” (NCBI por sus siglas en Inglés,
2001): "Bioinformatica es un campo de d&éencia en el cual confluyen varias
disciplinas tales como: biologia, computacydiecnologia de la informacion. El fin
ultimo de este campo dacilitar el descubrimiento deuevas ideas biologicas asi
como crear perspectivas globales atipade las cuales se puedan discernir
principios unificadores en biologia. Abmienzo de la "revolucién gendémica", el
concepto de bioinformatica se referia s@élla creacion y mantenimiento de base de
datos donde se almacena informaciomldgica, tales comosecuencias de
nucledtidos y aminoacidos. El desarrolloaedte tipo de base de datos no solamente
significaba el disefio de laisma sino también el desatmte interfaces complejas
donde los investigadores pudieran accealéns datos existentes y suministrar o
revisar datos. Luego toda esa inforibacdebia ser combinada para formar una

idea légica de las actividades celulares normales, de tal manera que los
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investigadores pudieran estudiar comdagsactividades seeian alteradas en
estados de una enfermedad, por ejemplo.efd@ necesidad deriva el surgimiento

del campo de la bioinformaticy actualmente el campo ny@gpular es el analisis e
interpretacion de varios tipos de datos, incluyendo secuencias de nucleétidos y
aminoacidos, dominios y estructura geoteinas. El praso de analizar e
interpretar los datos es conocido nam biocomputacion. Dentro de la
bioinformatica y la biocomputacién existen otras subdisciplinas importantes como
son el desarrollo e implementacion de herramientas que permitan el acceso, uso y
manejo de varios tipos dmmformacion. El desario de nuevos algoritmos
(férmulas matemaéticas) y estadisticos tmscuales se pueda relacionar partes de
un conjunto enorme de datos, como p@mplo métodos para localizar un gen
dentro de una secuencia, predecir etiraco funcion de teinas y poder agrupar

secuencias de proteinasfamilias relacionadas”.

La Medicina Molecular y la Biotecnol@y constituyen dos @as prioritarias
cientifico- tecnolégicas como desarrollaneovacion tecnoldgiceEl desarrollo en
ambas areas esta estrechamealacionado. En ambasas se pretende potenciar

la investigacién gendmica y postgendmicacasio de la bioinformatica. Debido al
extraordinario avance de la genétio@lecular y la gendmica, la Medicina
Molecular se constituye comarma estratégica del biestar social del futuro
inmediato. Se pretende potenciar la apliéaaie las nuevas tecnologias y de los
avances genéticos para el beneficio lde salud. Dentro de las actividades
financiables, existen acciones estratégicas, de infraestructura, centros de
competencia y grandes instalaciones cientificas. En esta area, la dotaciéon de
infraestructura se plasmara en la ciéa y dotacion de unidades de referencia
tecnologica y centros de rainistro comun, como Cemts de Bioinformatica, que

cubran las necesidades de haeistigacion en Medicina Molecular.

1.9. La necesidad de la bioinformatica en el area de la gendmica

Las bases de datos relativas a secasndiucleotidicas y proteicas contienen

abundantes y crecientes volimenes derimacién. Los proyectos actuales de
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secuenciacion de genomas en desarrplide interaccidon entre proteinas estan
suministrando cantidades adormacion mayores aunCuando se dispone de una
secuencia nucleotidica o aminoacidicablsqueda de secuencisimilares en las

bases de datos suministra informacion edkr probable estructura y funcion de

estas moléculas

1.9.1. Prediccion de genes

La prediccién de genes y unidades dmscripcion sobre laecuencia del ADN
gendmico puede dividirse en dos etapaka primera es laparticion de la
secuenciacién en segmentos que podriaresponder a genesdividuales, lo que
ha demostrado ser un proceso critico ypuwhto débil de los algoritmos disefiados
para encontrar gene® novo La segunda fase consistiga generar un modelo de
gen que refleje la estructura mas probalaktranscripto o transcriptos codificados
en esa region. Este procesmpuede realizate modo exacto cuando se disponen de
ADNc completos (proyectos de ESTs) oamoce la secuencia de una proteina
homologa. Si esto nes asi, la predicciéde novg aunque menos exacta, es la

Unica herramienta disponé(Venter y col., 2001).

1.9.2. Caracterizacion de secuencias

La identificacién de los posibles genes comdatsiguiente paso, la caracterizacion
de los elementos anotados, lo quersaliza analizando las relaciones de una
secuencia con otras de los mismos terdntes genomas, estudiando motivos
estructurales y funcionales conservadgsfinalmente, tratando de predecir la
funcién en base a los datos anteriores.cdaracterizacion de secuencias en funcion
de la similitud se ha realizado tradicalmente usando métodos como BLAST
(Altschul y col., 1997) o FASTA (Pearson,aB, que siguen siendo insustituibles
para el analisis de la funcion probablestos programas son capa de detectar las

regiones de similitud entre las secuenai@s ADN como de proteinas. De esta

manera, se pueden identificaguellas secuencias previamente descriptas que estan
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relacionadas con la que se esta aaalip, pudiendo determinar a qué familia

pertenecen e inferir el tipo de funcion quedrian realizar (Terol y col., 2002).

[.10. Gendmica funcional

Si la gendmica estructural es la rama de la gendmica orientada a la caracterizacion y
localizacion de las secuencias que conforman el ADN de los genes, la gendmica
funcional consiste en la recoleccion sistitica de informaciésobre la funcion de

los genes, mediante la aplicacion deoapnaciones experimentales globales que
evallen la funcion de los genes haciendw des la informacion y elementos de la
gendmica estructural. Se caracteriza por la weminacion de metodologias
experimentales a gran escala con estidomputacionales de los resultados.

Para la gendémica funcional el objetivas llenar el vacio existente entre el
conocimiento de las secuencias de un gsun funcién a nivel molecular, celular y
fisiologico, para de esta manera deawetl comportamiento de los sistemas
bioldgicos. Se trata de expandir el a@lca de la investigacion bioldgica desde el
estudio de genes individuales al estudidatos los genes de una célula al mismo

tiempo en un momento deterrado (Nuez y Carrillo, 2002).

[.10.1 Genodmica funcional para la identificén y caracterizacion de procesos

biolégicos complejos

La gendmica funcional es un area muy amplia de aplicaciones que tiene en comun
la identificacidn molecular especifica (seaciacion) de las pagts codificantes de

los genomas y la caracterizacion de fancion, es decir, se concentra en la
prospeccion y caracterizacion molecularg#mes e incluye varias subareas como
son: la caracterizacion de los ARNs meeszg que se expresan en determinados
tejidos o circunstancias de interés (copuede ser durante ataque de un hongo
fitopatogénico a una planta, durante kpresion de genes de virulencia de una
bacteria zoonética, 0 en respuesta aurégsambiental). Este subarea de la
genética funcional se denomina transcriptiany la caracterizacion suele realizarse

en distintas etapas: en aquellos sisteerados que no se conoce la secuencia
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nucleotidica de su genoma puede involuarga primera etapa de secuenciacion de
los ADN copias del ARN mensajero (ESY caracterizacion por monitoreo y
analisis de expresion concertada meichos genes simuit@amente utilizando
macro- o micromatrices de ADMh(croarrayso chipsde ADN).

En el siglo XIX, las observaciones dabnje austriaco Gregor Mendel sugirieron
gue existia una relacion entre ungaso caracter en un individuo y cierta
informacion (almacenada en las células®d udeterminaba, y esta hipétesis llevo a
proponer la existencia de entidades ¢tuego se denominaron como genes. A
mediados del siglo XX se postuld un dedo estructural deADN que permitio
comprender las bases moleculares de lenteg que determinala herencia, la
transcripcion génica y la replicaciérconservativa del ADN entre otros,
estableciendo las conceptosg@l desarrollo de léecnologia que permitiria la
manipulacion del material genético y lda@dn de caracteres o enfermedades con
un patron de herencia definidd?osteriormente, en lagios ‘80 se vislumbroé la
posibilidad de determinar las secuenc@smpletas de los genomas de varios
organismos, incluyendo el humano, dandbagen a la "gendmica estructural”
(Dhand, 2000). Mas tarde, surgid término "gendmica funcional® como un
concepto futurista, para definir la utdicion de acercamientos globales para el
entendimiento de las funciones de geneydteinas, que permiten establecer vias
genéticas integradas que gobiernan laolfigiia de un organismo (Fields y col.,
1999).

Actualmente la gendmicduncional estd impulsandonultiples campos de la
biologia y la medicina, incorporando nusvaetodologias para el estudio del ADN
y las proteinas, con herramtas computacionales para el analisis, archivo y manejo
de la informacion. Ejemplde una de estas metoolglas son las denominadas
micromatrices de ADN, que permiten pgemplo cuantificar la expresion genética
del transcriptoma de una célula (Staudt y Brown, 2000). Debido que las
micromatrices permiten obtener una éisiglobal y cuantitativa de la expresion
génica en el ARN mensajero (ARNm) puaitio por las células, esta tecnologia
ofrece grandes ventajas sobre métododdi@thles que so6lo permiten un analisis

cualitativo o semicuantitativde un namero muy limitho de genes (Lockhart y
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Winzeler, 2000). Las micromatrices cting/en parte de las nuevas metodologias
aplicadas a la genémica funcional quéaescambiando el nielo reduccionista
cientifico hacia un enfoquenas amplio y directo de la interrelacion de los
componentes que constituyks células de diferentesganismos, hacia hipoétesis
dirigidas al entendimiento del funcionamiento global de un sistema celular
(Vucmirovic y Tilghman, 2000).

[.11. Micromatrices en el analisis dexpresion génica a gran escala

A finales de los afios ‘80, la tecnolague desembocaria en la plataforma
GeneChipfue desarrollada por cuatro ciertifs, en Affymax: Stephen Fodor,
Michael Pirrung, Leighton Read y Lubertnir. EI proyecto original estaba
destinado a la construccion de péptidasbre chips, pero desemboco en la
capacidad para construir secuenciasAN sobre micromatrices. La aplicacion
practica de esta idea se llevé a cabo por la empresa Affymetrix, que comenzé a
actuar como una compafialépendiente en el afio 1993.

Las micromatrices, por tanto, surgier de la combinaciorde las técnicas
microelectronicas y el empleo de makes biologicos. Se basan en la
ultraminiaturizacion y pardismo implicito y se conctan en micromatrices de
material biologico de alta densidad deegracion validos pareealizar distintos
tipos de estudios repetitivos con minas bioldgicas sinlps. Si en las
micromatrices empleadas éas computadoras personalse consigue una alta
densidad de integracién de circuitogadtonicos en una oblede silicio, en las
micromatrices bioldgicas se logra una altansidad de integraciéon de material
genético en una oblea de silicio, cristal o plastico. dhijgsestan divididos en unas
pequefias casillas que actadaana a modo de un tulde ensayo en el que se
produce una reaccién. Elmeéro de estas casillasmsly elevado, llegando incluso

a los centenares de miles. (Zepeda Garcia 2003).
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[.11.1. Micromatrices de ADN sintetizados atpale oligonucledétidos sintéticos

Las micromatrices de oligonucledtidos siit®gs se elaboran en una fase sélida
similar y contienen fragmentos de oligoiettidos representativos (generalmente
entre 15 y 20 bases) de todos genes de interés. Unariacion de este tipo de
matrices son las matrices de polimorftsmue contienen varios oligonucleétidos
correspondientes a un sofgen, con las variacionesn su secuencia que son
representativas de polimorfismos de interdebido a la dxeema miniaturizacion
del sistema se puedanalizar en un Unicohip todas las posibilidades de mutacién
de un gen simultineamente. Solo digsefragmentos de ADN que hibriden
permaneceran unidos tras los lavadodaglo que se conocen las secuencias y
posiciones de los oligonucleotidos emples, y mediante un e&ner éptico que es
capaz de localizar, mediante un procesuilar a la microscopia confocal, las
cadenas marcadas con el fluorocromadetectan los oligos que presentan sefial
diferencial. Una computadora analiza ifdormacion proceente del escaner y
ofrece el resultado. La neenclatura empleada paraferirse a estas nuevas
tecnologias es diversa y comienza por ehigo mas general ques el de "Biochip"

y hace referencia al empleo d&teriales bioldgicos sobre ghip. Otros términos
mas especificos son: "DNA chip”, "RNghip" (segun el material empleado) y
"Oligonucleotide chip" o "DNA microarray", ghacen referencia al material y a la
forma en la que se construgkchip. Existen también términos comerciales con los

gue referirse a las micromatrices que asardependiendo de la tecnologia empleada.

[.11.2. Micromatrices de ADN sintetizados a partir de ADNc

Las micromatrices de ADN se elaboran en una fase sélida mediante la aplicaciéon
automatizada de secuencias cortas correspondientes a los ADNc de un nuamero
variable de genes. Los ADN empleadodanonstruccion de estas micromatrices
se obtienen a partir de clonoteca® ADNc que contienen fragmentos
representativos de genes en el traptmma, los cuales se conocen como

"secuencias de expresion cortas" (Eegsed Sequence Tags - ESTS) y que son
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identificadas con un namero de referencia o acceso de facil identificacion en una
base de datosLas micromatrices utilizan soportéde cristal de dimensiones muy
pequefias para la impresion de los ADNeeguencias EST, y el niumero de genes
aplicados es del orden de decenas desmAlsi, en algunos estudios (Vodkin y col.
2004) se estudian en conjunto mas de 22¢gd@s, de los cuales aproximadamente
un 40% se expresan en gidicelular utilizado. En cuémal sistema de deteccion
del nivel de expresion de da gen, en la tecnologia deicromatrices se utilizan
colorantes fluorescentes, por lo que seierguequipos de lectura e instalaciones de
elevado costo econdmico. En contrapidsic las macromatrices consisten en
membranas deylon donde se depositan fragmentiessADNc que s&n hibridados

a sondas radiactivas [P] obtenidas dedtsji o células tratadas en diferentes
condiciones. La intensidad de las marcgm®i{9 correspondientes a cada gen es
proporcional al nivel de xpresion de este gen en la célula en una situaciéon
determinada. Las membranas para Hizacion de estos estudios de matrices
pueden obtenerse comercialrteeny la realizacion de &stipo de analisis puede
realizarse de forma bastante sencillauenlaboratorio de biologia molecular con
instalaciones para utilizar un equipo daptura de imagenes radioactivas o
fluorescentes para deterrmamcuantitativamente la raditividad o fluorescencia
incorporada en cada punto temembrana. Aunque elimero de genes que se
analiza es mucho mas reducido emmparacion con las micromatrices, hay
membranas especificamente disefia@éas las que los ADBl de los genes
implantados tienen relacion con el metabobso la situacidrparticular que se

quiera analizar.

[.12. Metodologia del uso de las micromatrices

Para determinar la exprési global de genes por medie las micromatrices, se
requiere la obtencion de ARN mensajdARNmM) de las células y/o tejidos a
estudiar (células/tejidos con una caractiedsespecial o que han sido estimuladas)
y de células/tejidos control (célulasrmles o que no han sido estimuladas).

Seguidamente, a partir del ARNm sintetiza ADN complementario (ADNc) por
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medio de una reaccién de tapcion reversa en la qemultaneamente se agregan
nucledtidos marcados con fluorocromosesacomo la Cyanina-3 (Cy-3) y la
Cyanina-5 (Cy-5); alternatamente la marcacion del ARNse puede realizar con
un isétopo radioactivo. La mzacion con estos fluoréforass en la actualidad la
mas utilizada, los cuales tienen emis®ea los rangos de 510-550 nm y 630-660
nm, respectivamente. En elogeso tradicional, para fauestra control se utiliza la
Cy-3 y para la muestra pra@mha se usa la Cy-5. La @yemite una fluorescencia
verde, mientras que la Cy-5 emite unaofescencia roja (Sidt y Brown, 2000).
Esta marcacion diferencial qmeite no soélo localizar lasefales fluorescentes en la
micromatriz facilitando la identificacion des genes, sino que también permite la
cuantificacion de las sefiales corresportéiea cada uno de eleomo una medida
directa del grado de expiés del ARNm correspondiente.

Luego de adicionar el ADNc marcadola matriz se debe esperar un tiempo
prudencial (toda la noche) para favorecer la hibridac&mel caso de las matrices
de vidrio o de plastico, los resultados son analizados en un fluorometro el cual
cuantifica la intensidadde la fluorescencia en da punto de la matriz,
correspondiente a un gen (Eyster y Lindhal, 2001). La intensidad para cada
fluorocromo reportada por el equipo en cadatp de la matriz es la resultante de la
relacion Cy5/Cy3 (verde/rojo), la cual sgpresa como intensidad de fluorescencia
en escala logaritmica y enmaros absolutos: si ésta Bgcolor amarillo) significa
gue el gen se expresa de manera siraitaambas muestras (control y problema), si
es menor que 1 (color verde) significaegel gen se expres6 mas en las células
control y si la relacibn es mayor de(dolor rojo) significa que el gen se sobre
expreso en la muestra problema. Caomienalmente se emplea como punto de
corte de significancia el valor de da&n la escala logaritmica. Finalmente,
empleando algoritmos de asociacion compatades y con base en la regulacion
positiva y/o negativa de los genes bajo distues posible edbdecer relaciones
entre los patrones de expresion de los ggmdiversas funciones celulares (Staudt y
Brown, 2000). Comunmente éws estudios de este tipestos datos se corroboran
realizando analisis de Northern o qRT-PCT (ARNm) o de Western (protblots)
para aquellos genes que muestran un@esion diferencial (Eyster y Lindhal,
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2001), permitiendo al investigador identificzaracteristicas del sistema por medio
de datos que pueden ser entendidos como una "escena" molecular en un estudio

bioldgico
1.13. Esquema general para el andlisis de datos de micromatrices

En la Figura 3 se resume Br(cinco) pasos el procediento necesario para hallar
genes diferencialmente mresados utilizando micraatrices de dos canales,
utilizando el paquete estadistico R (wwAgtpject.org), ampliamente difundido por
ser libre y gratuito. No obstante, existetros paquetes comugales y académicos

para el analisis de datos decnoimatrices, como se describelbri.1.

~
Obtencion de la Datos crudos

1
Imagen digital (TIFF)
v
2 — >
Analisis de la Intensidades de los
]magen spots (gpr, spot)
J
3 5 ~
Preprocesamiento Medidas de
(marray) expresion iniciales
J
4 - = ~
Normalizacion Medidas de expresion
(marray, limma, vsn) R
J
2 v
= w
Tests Lista ordenada de S8
—h
Estadisticos expresion diferenciadal a 2 §
J - ® =
= 3 O
v i
o Yo
Q3@
¥ Genes candidatos - 8 oQ
Nivel Lista corta 3 g
@@
s n

Figura 3 - Esquema general para el analisis d#atos de micromatrices (Bello y col. 2006)
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[.13.1. Obtencién de la imagen digital

La imagen puede ser obtenidar medio de dos instrumentasannerso imagers

Ambos actluan excitando cada fluoréforo de cada molécula blanco mediante una luz
monocromatica producida por Uéser (para el caso de Iesanner¥ o luz blanca
(imagerg y colectando la luz de emisién (flusoencia) convirtiendo la corriente de
fotones en valores digitales que puedenalmacenados en uocamputadora como

un archivo de imagen (usualmente con formato .TIFF). A cada fluoréforo le
corresponde una longitud dada de excitacion y una longitud de onda de emision

diferente.

Para un tipico experimento de micromatrjcgs producen dos archivos de imagen,
una para cada fluoréforo quen general para resumir, se presentan en una sola
imagen superponiendo ambas irmdgs. Para el caso en el que las intensidades de
las sefiales de un puntospot en ambas imagenes sean similares, sgtd se
mostrara de color amarillo (Figura 4).

Figura 4: Imagen de una micromatriz de dos canales (Bello y col. 2006)
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1.13.2. Analisis de la imagen

El primer propdésito del andlisis de la inesiges obtener las intensidades del fondo
inespecifico dbackgroundy las sefales especificadavegroundpara los canales
rojo y verde de cadspoten la micromatriz. Un propositecundario del analisis de
la imagen es obtener mdds cualitativas para cadpotque podria ser usado para
marcarspotso arrays defectuosos o para evaluarréproducibilidad de cada spot.
Luego del analisis de la imagen obtewnsmarchivos del tipo .gpr, .spot, etc.
dependiendo del software utilizado. Estashatos contienen, entre otras cosas, las
intensidades de cada canal correspondientes sptis(foreground, background
medidas cualitativas (medidas de whiiidad, tamafo dekpot, medidas de
circularidad, entre otras).

El andlisis de la imagen puede separarsieesnetapas, como lo demuestra la Figura

5.
2 ==
Analisis de la
Imagen |

2.1. Grillado o direccionamiento

zacion de los spots

Clasificacion de los pixeles
en Foreground (sefial)
y background

2.2 Segmentacion

2.3 Extraccion de la intensidad

Figura 5: Esquema metodolégico del anéis de la imagen (Bello y col. 2006)

1.13.3.Grillado o direccionamiento

Antes de segmentar la in&g primero se debe identidir la localizacion de cada
spot Este proceso es llamado grilladodweccionamiento. Bajo condiciones

iIdeales losspotsen cada bloque se encuentran equidistantes y en el mismo lugar

41



I. INTRODUCCION

donde fueron impresos por las agujas.eitbargo pequefas vaciones durante la
impresion de lospotspuede causar irregularidadegrsficativas en la imagen.

Para localizar lospotsse debe localizar un rectangulo o cuadrado que los contenga.
Estos rectangulos pueden obtenerse pationde métodos de grillado automatico o
manual. Para el segundo caso es necesatimar ciertos niumeros de parametros
como la separacion entre filas y columnaejuefas traslaciones individuales de los

spots etc.
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1.13.4. Segmentacion

La segmentacion de la imagen puede sénida como el proeso de particion en
dos diferentes regionesada una con propiedadededéntes. La segmentacion
permite la clasificacion de pixeles corfawegroundo background utilizando una

spot mask

[.14. Aplicaciones de las micromatrices de ADNc

A pesar de ser una tecnologiay reciente y que, por kanto, esta aun en vias de
experimentacion, actualmente las microcatrices estan siendo aplicados en:

e Monitorizacion de expresion génica: p@erdeterminar cual es el patron de
expresion génica y cuantificar el nivele expresion de manera simultanea
para un elevado numero de gendssto permite realizar estudios
comparativos de activacion de deterados genes en tejidos sanos y
enfermos y determinar iata funcion de los misos (Garzon y Jiménez,
2002).

e Deteccién de mutaciones y polimorfism Permite el estudio de todos los
posibles polimorfismos y la detebai de mutaciones egenes complejos
(Garzoén y Jiménez, 2002).

e Secuenciacion: Si bien se hansefiando algunas micromatrices para
secuenciacion de fragmentos cortosAd@N, no existe aun en el mercado
ningun chip que permita secuenciamd&o secuencias largas de ADN.

e Diagnostico clinico y deteccion denicroorganismos: Posibilitan la
identificacion rapida empleando unosrosdores genéticos de los patdégenos
(Amaratunga y Cabrera, 2004).

e Relevamiento y toxicologia de farnwec el empleo de las micromatrices
permite el analizar los cambios depesion génica que se dan durante la

administracién de un farmaae forma rapida, asi o la localizacion de
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nuevas posibles dianas terapéutigaks efectos toxicoldégicos asociados
(Amaratunga y Cabrera, 2004).

e Seguimiento de terapia: las microme#s permiten valorar rasgos genéticos
gue pueden tener incidenaa la respuesta a una terapia. (Zepeda Garcia ,
2003)

e Medicina preventiva: El conocimiemty posible diagndstico de ciertos
caracteres genéticos asociados a rdetedas patologias permite una
prevencion de las mismas antes de que aparezcan los sintomas (Zepeda
Garcia, 2003)

[.14.1. Ventajas y desventajas

Las micromatrices aunque muy convenienasa el estudio global de la expresion
de genes, tienen algunas desventajas respecto a otras metodologias. A
continuacién se listan las principales &as y desventajas de esta metodologia.

Las ventajas son:

o Facilitan el estudio de kxpresion de miles de genen forma simultanea en
un sistema celular deternaido (Sekiy col., 2002).

« Permiten establecer una conexion dgita racional entre la funcién de un
producto génico y su patron de expresion, asi como su relacion con los
patrones de expresion de muchos®tgenes simultaneamente, es decir,
facilitan identificar el grupo de gewmeexpresados en una célula en un
momento determinado. Esto permi@nalizar a fondo los sistemas
bioquimicos y regulatorios que estaremdo y que funciones puede o0 no
realizar la célula en un momento dado.

» La viabilidad técnica: es una tecnolagie facil transferencia (de hecho ya
existe en nuestro medio tecnologia adeeupara construas), la medicion
depende de una hibridacién sencilla y baficiente informacion de librerias

de secuencias para comnstias (Staudt y Brown, 2000).
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Sus desventajas son:

« El costo elevado de su elaboracion.

» La necesidad de fluoroforos y deftwareespecializados en el analisis de la
informacion que dependen en fornmaportante del proveedor que los
suministra (Zepeda Garcia, 2003)

o Lareproducibilidad de lodatos no siempre es corisiste. Este problema se
ha resulto parcialmente haciendo meateis por duplicado (dos puntos en la
matriz que correspondeal mismo gen).

o La repeticion de un experimenta otro puede mostrar variaciones
importantes en el patrén de expresion lo cual hace necesario en algunos
casos obtener multiples réplicas bBgicas (Amaratunga y Cabrera, 2004).

« Se requiere validacion de los patrenge expresion para aquellos genes
detectados como genes candidatos fgmmicas de atidis transcripto
especificas (Northern blot/ qRT-PCRQhuaqui y col., 2002) (Firestein y
col., 2002).
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ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

[I.1. Objetivo general

Abordar el analisis gendmico de la mges funcionales del genoma de girasol a
partir de la caracterizaam de perfiles de transcriptgmra diferentes organos y
estadios florales, con especial énfasispepcesos relacionados con respuestas a
estreses biodtico y abibticos, y con el profmdde establecer una plataforma efectiva
para la exploracion y caracterizacion deliersidad molecular para el cultivo de
girasol que facilite el descubrimiento dearcadores moletares funcionales y
genes candidatos para caracteres tyme complejos de interés para el

mejoramiento.

[1.2. Objetivos especificos

e Construccion y ordenamiento de cloraate de cDNA diferenciales de hoja,
tallo, raiz y flores en distintos estadios de desarrollo - R1 y R4 - (Schneiter y
Miller, 1981) de girasol.

e Identificacion, aislamiento, clonado y secuenciacion de secuencias genéticas
gue se expresan o ESTeXpressed sequence tags").

e Desarrollo de una plataforma bioinfiedtica para el analisis y anotaciéon
funcional de las secuencias generadas.

e Disefio, mantenimiento y curado de unaebde datos que integre las secuencias
obtenidas con su funcion hipotétioa demas caracteristicas de manera
relacional.

e Caracterizacion de los patrones de egn de transcriptos durante procesos
de estrés abittico medianteusb de micromatrices de ADNCc.

e Validacion de transcriptos expresados mifecialmente a través de la técnica de
PCR en tiempo real (QRT-PCR) yiorthern blot
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11.3. HIPOTESIS

La construccion de un banco local de secuencias ESTs a partir de colecciones de
ADNCc sustraidas 6rgano-especificas permgindpliar el nimero de secuencias de
girasol especialmente aquellas funciomente relacionadas con respuestas a
estreses abidticos dentro del marco deproyecto de gendmica de girasol local.
Asimismo el desarrollo de hamientas bioinforméaticas dgplicacion al analisis de
las secuencias generadas en el marcaesie proyecto tendrd impacto en el
desarrollo de otros proyectos gendmicosimterés agronémico. Finalmente el
estudio concertado de los perfiles de esmn de los transqtos correspondientes
al banco de ESTs generado posibilitdea deteccion de genes candidatos
involucrados en la respuesta a bajas teatpeas y salinidad con posible aplicacion
en el desarrollo de marcadores moleculéwasionales para asisal mejoramiento

del cultivo de girasol.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

[1l.1 Material biolégico

Para la construccion de las bibdoas de ADN copia (ADNc), se utilizaron
plantulas de girasol de la linea publicalecriada HA 89 (F&éndez el al. 2003).

Las plantulas fueron crecidas en invdaulo bajo condiciones controladas (20-
24°C y fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad), y luego trasplantadas al campo
durante la estacion de crecimiento m@nera de obtener plantas maduras. Se
cosecharon diferentes érgardesplantas de dos mesesadber: hojas, tallos, raices

y primordios florales de 1 a 2 cm de diametro (estadios R1y R2) y de 3 a 4 cm de
diametro (estadios R3 y R4).

[1l.2. Ensayos de estrés térmico y osmaotico

Se crecieron plantas en invernaculo ks mismas condiciones previamente
descriptas, a partir de las cuales se obARDI total que se utiliz en la evaluacion

de perfiles transcripcionales. El dige const6 de 9 macetas de 5 litros de
capacidad, con un sustrato zokla de 70% tierra, 30% pea con 3 plantas cada

una: 3 macetas correspondieron a plantas control (C), 3 macetas a plantas
sometidas a estrés térmico oo (F) y 3 macetas a plas sometidas a estrés por
salinidad (S). El estrés por frio corigisen exponer las plantas de 15 dias a una
temperatura de I’Z en cAmara durante 24 horas pwevsu cosecha (Huang y col.
2005), y el estrés por salinidad consistioeémiego de las mismas durante 3 dias
con 200 ml por maceta de solucion 150nd& NaCl (adaptado de Liu y Bard,
2003), siendo esta concentraci@mmaxima tolerable paina planta sin induccion

de respuestas patologicas (Kreps y col. 2002; Seki y col. 2002; Taji y col. 2004).
Todas ellas fueron regadas de la misma maaten riego diario por la tarde) antes

y después de recibir el estrés, excepto las sometidas a estrés osmatico que

recibieron un riego diferencial, segun eeplic6 precedentemente. Las plantas
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control fueron crecidas bajo las misntamdiciones que las plantas utilizadas para
la construccion de las bibliotecas de M® Se cosecharon y conservaron en
nitrégeno liquido los siguientes érganos dplénta aéreos y subterraneos, a saber:

hojas, tallos y raices, y luego fueron almacenadas “€-Bfsta su procesamiento.

[11.3. Extraccion de ARN total de girasol

El ARN empleado para los ensayos de Northern Blot fue extraido empleando el
reactivo TRIzol® (Invitrogen). Aproximadaente 2 g de tejido congelado a -80 °C
fue pulverizado con nitrégeno liquido homogeneizados en 20 ml de reactivo
TRIzol®. Se procedié dacuerdo con las instruccionssgeridas por el proveedor
(InVitrogen, USA), con la modificacion da precipitacion con 0,1 vol. de NaAc

3M pH 5,2 y 2 vol de etanol absoluto a -80°C hasta serzadali Se analizo la
integridad y calidad del ARN por la técaide electroforesis en gel de agarosa
1,5% utilizando buffer de corrida ME (400M MOPS, 100mM aetato de Na, 10

mM EDTA pH 8.0, todo solubilizado en agd=PC). Se utilizé un buffer para la
muestra desnaturalizante que contenia: formamida deionizada 60%, ME 1,2X,
formaldehido 8,5%, azulde bromofenol/xilen cianol 0,01% P/V (Life
Technologies, adaptado de Current Pro®aolMolecular Biology, Vol. 1). Las
muestras se incubaron 5 nar65 °C e inmediatamente fueron transferidas a hielo,

previo a la siembra en el gel.

l1l.4. Preparacion de ARNm de girasol a partir de ARN total

La purificacion de ARNm a partir de ARNt&b de tejido vegetade realiz6 a partir

de 200-500 ug de RNA total usando el sistema NucleoTrap® mRNA Midi
Purification (Clontech, USA), siguiendo slainstrucciones defabricante. El
meétodo de purificacion se basa el uso de oligo d(THiotinilado que hibridiza, en
solucién, con la cola de poli(A)+ de IéRNm. EI ARNm se eluye de la fase
sélida afiadiendo agua. Luego de aisladé\RINm fue cuantificado a través de la

absorbancia a luz UV a 260 nm (Gem@Qupro, AmersharPharmacia, UK).
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[11.5. Construccién de colecciones de ADNc

Las clonotecas de ADNc diferenciales fuemnstruidas a partir de diferentes
tejidos incluyendo hoja, tallo, raiz y flor, éstéimo a su vez en diferentes estadios
fenoldgicos (R1 y R4 segun la escala descriptiva de Schneiter y Miller). Para ello
se utiliz6 PCR-Select cDNA Subtraction Ki{@®lontech, USA). En la etapa inicial,
el ADNc fue sintetizad a partir de 0.5-2.Qg de poly (A+) ARN de dos tipos de
tejido. El tejido “blanco” (llamadadeste) y el tejido de referencia (llamado
driver). Una vez sintetizado, el ADNcdudigerido con Rsal, que corta dejando
extremos romos de 400 pb en promedimainadamente. La definicion de tejido
blanco y tejido de referencia dependelaeintereses especificos de cada 6rgano.
La coleccion de ADNc de e fue arrestada contra ADNc del estadio floral R4,
mientras que las colecciones de ADNctdko, raiz y estadio floral R4 fueron
arrestadas contra la pablén de ADNc de hoja. Por otro lado, la colecciéon de
ADNCc de flor temprana (R1) fue arrestactan el ADNc de flor tardia (R4). En
todos los casos, las poblaciones de N&Dfueron procesadas siguiendo las
instrucciones del fabricante, con algunasdificaciones. El tejido “blanco” fue
subdividido en dos mitadeg,cada mitad fue ligada afelientes adaptadores. Se
realizaron dos rondas de hibridaci@on un exceso del Afic de tejido de
referencia. Las condiciondsg hibridacion fueron reabizlas segun lo recomendado
por el proveedor. Los prodios resultantes fueron sotits a dos ciclos de PCR
con oligonucledtidos esp#icos como adaptadorede modo de amplificar
secuencias diferencialmente expresadBghas amplificaciones se realizaron en
un termociclador de DNA PT00 (MJ Research, USA)La mezcla de reacciones
de la PCR contenia 10xCR buffer, 0.2 mM dNTPs, 0.4M PCR primer 1 y
Advantage cDNA polimerasa (ClontechiSA). La PCR se realiz6 bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion @C9H80 seg) seguido de 27 ciclos, y
cada ciclo a su vez consistié en un paso de desnaturalizacié@ §3®4seg), un
paso de hibridacion a 88 (30 seg) y un paso de elongaciéon &C7¢10 min). La
segunda mezcla de reacciones de PCReodatlOx PCR buffer, 0,2 mM dNTPs,
0.4 uM oligonucledtido anidado 1, 04M oligonucleotido anidado 2 A&dvantage
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cDNA polimerasa. El ciclo de PCR consté 12 ciclos, y cada ciclo a su vez
constaba a su vez de un pakodesnaturalizacion a %@ (30 seg), un paso de
anillado a 66 (30 seg) y un paso de elongacién &C7¢L,5 min).

Las moléculas de ADNc se selecciomapmr tamafio y aqueanayores a 250 pb
fueron clonadas de manera no direcaloan el vector pGem-T-Easy Vector®
(Promega, USA). La ligacién se realizd6 2C4durante 48 h y el producto de
ligacion resultante se utilizd para transfornizscherichia coli(cepa XL1-blue)
mediante electroporacion (Rel Controller, BioRad, U§, segun se detalla en

3.5.2y 3.5.3., respectivamente..

[11.5.1. Cuantificacién de acidos nucleicos

La concentracion del ADN y el ARN esolucion se estimé a partir de la
absorbancia a 260 nm, considerando que @&Qm = 1 equivale a 50ug/ml de
ADN o0 a 40pg/ml de ARN. En el caso e preparaciones de ARN, también se
midié la absorbancia a 280 nmpico maximo de absoim de las proteinas, para
verificar que la relacion de Abgf/Abs g, fuese cercana a 2ydicando que el ARN
analizado correspondia a una preparacioralte calidad, practicamente libre de
proteinas. Para las mediciones $#izG el espectrofotthetro Gen Quant Pro
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.)

[11.5.2. Ligacion de moléculas de ADN

La ligacion de fragmentos de ADN #evo a cabo utilizando 1U de T4 ADN ligasa
(Promega), en un volumen de reaccide 10 ul empleando la solucion
amortiguadora de reaccionopisto por el fabricante dia enzima. Se utilizaron
cantidades de inserto y vector tales queelacion molar entre ambos fuera de 5 a
1. La incubacién se realiz6 durante 16 horas’@ g se utiliz6 como vector de
clonado el plasmido pGEM®-T easy (Promggdguiéndose el protocolo descripto

por el fabricante.
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[11.5.3. Transformacioén de E. coli

Para la preparacion de células competentds. deliy su posterior transformacion
se ha seguido el método descripto por Auglmll. (1997) en “Current Protocols in
Molecular Biology” con algunas mdiiaciones. Las células d& colide la cepa
XL1-Blue se cultivaron todda noche en medio LB éptona de carne 10g/l,
extracto de levadura 5g/l, NaCl 10g/l; pH 7.0) &@7con agitacién en presencia
del antibidtico adecuado.. Con este cultivo saturado se inonl280 ml de medio
LB fresco y se dejo crecer durante 4-5 horas hasta alcanzar uga®0,4. Las
células fueron cosechadas por centrifiiga a 3000 g durante 20 minutos &4

El sedimento obtenido fue lavado con 10dalTris-HCI 10mM (ph 7,5), EDTA 1
mM. Finalmente, el sedimento fue repandido en 20 mle medio LB y se
fraccionaron alicuotas de 50 ul. Una wd#enidas las células competentes, los
tubos se mantuvieron en hogl se agregaron entre 1qd la mezcla de ligacion. El
choque eléctrico se realizd en cubeta¥ddecm (Bio-Rad) y las condiciones de
electroporacion empleadas faarlas recomendadas emahnual del fabricante del
equipo Gene Pulsét, Bio-Rad Laboratorios Inc., US. Inmediatamente después
del disparo se adicion6 1 ml de medio &Ba suspension de células y la mezcla se
incubd durante 1 hora a 8€. Finalmente, alicuotas de 200 pl se sembraron en
placas que contenian LB suplementado ammpicilina y en prsencia de X-gal e
IPTG para la deteccion de clones recomahbtes. Las placas fueron incubadas a 37

°C durante 18 horas.
[11.5.4. Preparacion del templado

Las colecciones de ADNc fueron plaquaadn medio solido Luria Bertani (LB,
segun descripcion en 3.5.39gnteniendo ampicilina. Papaeparar el medio soélido
se aflade 15¢g/l de agar. Los clones redoanes se seleccionaron por actividad de
B- galactosidasa en un medio que conti¥R@AL e IPTG. Se seleccionaron al
azar las colonias blancas y se picaem placas de 384 pocillos conteniendo
Freezing Media (36 mM KIPO, 13,2 mM KHPQ,, 1,7 mM citrato de sodio, 0,4
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mM MgSQ,, 6,8 mM (NH), SO,, en medio LB y 4,4 % glicerol), se crecieron
durante toda la noche y postemente se alnt@naron a -7 en las mismas
placas y en criotubos individuales por licgdo de manera de evitar la posible
contaminacién cruzada entre clones derteolos pocillos de la placas. Los
plasmidos recombinantes se aislaron utilizando REAL p8&€p kit (Qiagen,
Germany) segun recomendamés del proveedor. El tamafio de inserto de los
clones recombinantes fue examinado mectroforesis de los productos de
digestion con la enzimBcaRl en gel de agarosa 192 en buffer TAE buffer 1X
(Tris-Ac 20 mMm pH 8,5, EDTA 1 mM).

[11.5.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis de los fragmentos de ADQDe se querian detacty/o cuantificar

se llevo a cabo en geles de agarosa 1%, (empleandose solucion TAE 1X (Tris-
Acetato 20 mM, pH 8,5, EDTA 1 mM) tantonpada preparaciodel gel como para

la solucion de corrida. Laoncentracion de bromurde etidio utilizada fue de
0,3ug/ml y el volumen de muestra se mezdd 1/10 vol. de solucion de siembra
(azul de bromofenol 0,25% p/v y xiléaool FF 0,25% p/v). El gel se corrié a
voltaje constante entre 1 y 5 V por cm de gel. Para la visualizacion del ADN en el
gel se empled un transiluna@dor de luz UV. En toddes casos en los que fue
necesario estimar la longitud de losgmentos de ADN garados mediante
electroforesis en geles se empled camarcador 1 KB Ladder (Invitrogen, USA)

segun recomendaciones del fabricante.

[11.6. Reacciones de determinacion de la secuencia de ADN

La secuenciacion de los plasmidos recorabtes se realiz6 en los siguientes
secuenciadores respectivamte: Laboratorio de lfa Complejidad, IMyZA —
CICVyA — INTA Castelar, Argentina;Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética - CBMEG Univelade Estadual de Campinas, Sao

Paulo, Brazil y/o Department of PlanttRalogy, Kansas University. El orden
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reverso de secuenciacion fue realzatilizando el cebador SP6 s@leando las
secuencias directas a partir del cebadd fallaron o fueronpoco informativas

debido a una longitud corta.

[11.7. Analisis de secuencias

Las secuencias correspondieng vector y las secuencias no informativas fueron
removidas automaticamente usando rutidasinformaticas. Las secuencias
procesadas fueron convertidas a foon&ASTA y posteriormente procesadas
mediante una rutina “pile-ugBiopipeline ®), tarea réiaada en colaboracion con
profesionales del area bioinforméatica (SBioaxioma S.A.). Para las busquedas
de homologia se consultd el GenBankawéds de los portales de National Center
for Biotechonology Information (http://wwwcbi.nlm.nih.gov) y DNA Database of
Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp), utilizan@balgoritmo BLAST (Altschul y col.,
1997). EIl desarrollo, uso y mantenimiento efta plataforma y su servidor, asi
como también el de la bade datos generada para dstbajo se describen en el

capitulo 4: Resultados y discusion.

[11.8. Northern blot

Un total de 20 ug de ARN total deada muestra fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa 1,5%rebuffer de corrida MOPS 1X y voltaje
constante (80 V). Previamente ar ssembradas las muestras fueron
desnaturalizadas por incubacién a 6%fi@ante 5 minutos con 3 volumenes del
buffer de carga denaturalizante. Para \lisaalos ARN bajo luz UV se agrego al
gel 0,3 ug/ml de bromuro de etidio. El NRue transferido, durante toda la noche,

a una membrana Hybond N@Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) segun las
instrucciones del proveedor. Luego e inmovilizacién, se dej6 secar las
membranas y el ARN fue fijado por expositia luz UV durante 3-4 min. De esta
manera las membranas quentapreparadas para ser prehibridadas e hibridazas con

la sonda radioactiva.
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[11.8.1. Amplificacion de fragmentos de ADediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) para uste sondas especificas

Los volumenes de reaccion fueron 8@ o 50 ul, empleandose 0,75 a 1,5 U,
respectivamente, de enzima Tag ADN peiasa (Invitrogen, USA) por reaccion.
Se utilizo la solucion amortiguadora daceion provista por el fabricante llegando
a una concentracion final de Mg mM; dNTP 0,2mM c/u y 0,4uM de cada
oligonucledtido especifico. A esta mezda reaccién se le incorporé el ADN
molde y luego se le agregd la enzimas lreacciones se llevaron a cabo en un
termociclador Eppendorf y se utilizél siguiente programa, en donde la
temperatura de hibridacién se estableciaaeerdo con la compicgdn de bases de
los oligonucledtidos utilizados, aplicando $eguiente relacion para su calculo:
Tm=2x(A+T)+4x(G+C)-5°C . Programa: 30 ciclosl minuto 30 seg. a Tm, 2

minutos a 72C; 1 ciclo: 10 minutos a 7°L.

[11.8.2. Purificacion de fragmentade ADN de geles de agarosa

Una vez corridas las muestras de ADN raath la técnica de electroforesis en
agarosa segun lo descripto en 3.5.5. e identificadas mediante visualizacién sobre
transiluminador UV, las bandas correspi@mtes a los fragmentos esperados se
aislaron utilizando el kit comercial GFXTM PCR DNA y Gel Band Purification Kit

(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.).

[11.8.3. Pre-hibridacion de membranas

El buffer utilizado para las prehibridaciones e hibridacioneseiusugerido por
Amersham Pharmacia Biotech, Inc. pas membranas de Nylon N+ o solucion
de hibridacion UltraHyb (Abion, USA). Las prehibridaciones se realizaron
durante 3 horas a 42 °C en tubos de h#midh con rotacion cdimua en un horno

de hibridacién marcaBiometra.
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[11.8.4. Marcacion de sondas

Se prepararon sonslanarcadas com-32P-dCTP (actividad especifica 3000 Ci/ug,
New England Nuclear, EUA) medianteticnica de iniciacién al azar o “random

priming” (Prime a GenedRromega,EUA) segun seuestra en Tabla 2:

Componentes [final]
Buffer 10X 1X

Hexameros al azar 0,28/
Fragmento Klenow de la ADN polimerasa 1 UE
dNTPs (AGT) 0,03 mM
a-32 P-dCTP 0,02 mCi
ADN (desnaturalizado) 30 ng

dH,0 Llevar a 50 ul

Tabla 2 - Componentes de la mezcla maestra de reaccion de marcacion

de sondas

La reaccion se incubd durante 1 h £@7% luego se desnaturalizé la sonda

marcada radioactivamente incubandeelaccion durante 10 min con NaOH 0,4N.

[11.8.5. Hibridacién, lavadoy exposicion de membranas

La sonda se adicion¢ a los tubos deitidmion conteniendo las membranas en la
solucion de hibridacion y se mantuvo en contactolasmimismas durante 18 hs a
42°C en un horno de hibridacion rcaotacion continua, marca Biometra.
Posteriormente, las membranas se rlawa?2 veces con 2X SSC / 0,1% SDS
durante 5 min y 2 veces con 0,1X S§Q% SDS durante 15 min para remover
la sonda hibridada inespecificamentambién a 42°C. Las membranas se
expusieron en placas autorradiogragicde alta sensibilidad (Amersham

Pharmacia Biotech, Inc.) o Biomax M8odak) a distintos tiempos segun la
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actividad especifica de la sonda y segumiansidad de sefal esperada. Esta

intensidad se estimo6 prewi@nte con un contador Geigsin la tapa protectora.

[11.9. RT-PCR (reaccion de PCR a patir de transcripcion reversa)

Para la sintesis de la primera caden@dDeélc, templado para la PCR posterior, se
utilizaron 0,5ug de ARN, utilizando 200 unidade® la enzima Superscript 1l
(Invitrogen), en presencia de soluci@amortiguadora de primera cadena (50mM
TrisCIH pH 8,3, 75mM KCI, 3mM MgCI2)150ng/ml de hexanucleotidos al azar
(Invitrogen), 10mM de dNTPs y 0,1 M DTan 20 ml de reacén. Paralelamente
se llevo a cabo la misma reaccion sin laie@a RT, para evaluar la presencia de

ADN contaminante. Los oligonucleotidoslizados se detallan en la Tabla 3:

EF127F5’GCATTGGGCAGATCTTGTTT 3
EF127R5’GTCCCCTTTGGAGGCAGTA 3
F126F5 CAAAATGCAACGACCCATTA 3
F126R5 TCTGTACGCCCTCATGTTCA 3’
F231F5 CAACAAAAGCAGACGCTGAA 3
F231R5 AGCATGTGGTGTTTGGACAG 3
F455F5 GCCGAGGTACAAACTGGAGA’ 3’
F455R5 TGAGCATGATCTGAATATCTTGAAZ
F543F5 ACGGAAGCGTTGTTTGGTAAZ
F543R5 TCAACATCCCACAGAAACGAT
F557F5 CGCAATTGCTATTGATGGAAZ
F557R5 ACACCGGTATGGTTGATGCT3
H110F5 ACGCGAGTCGGTTGTTTTAT3
H110R5 TCATTTTCTCCACCCATGGTAZ
H123F5 GGCAGGTACCAGGGGTTATTS
H123R5 GAGGTTCATTCCGTCGTTGT3'
H136F5 TTTGCAAGGATGAATGGTGAZ
H136R5 GTGACCCGAACTCCTTGGTA 3’
H360F5 GGCAGCCAATCCTCTTGATA 3
H360R 5" CGACTCCGCCAAATACAGAT3
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H385F 5’ TTCAGCCCGGAAAGAATATG 3’
H385R 5 AACTTTGCAGTGGGACCATC 3
T283F5 CTCACGAAAGCTTCCTGCTT 3’
T283R5 GCAGGTACTCGGTTTGTTCC 3
T340F 5 AAGACGGTGGATTTGAGGTG 3’
T340R5 AACCTTTGCCTGCTTTCTCA 3
F550F5 CAGAGACGTTCTTGCGTTGA 3
F550R5 CGCACACAACAAAGAAATGG 3
F227F5 TTGTCACAGACGAGGAGGAA 3
F227R5 GGCAGGTCCGTTATCACACT 3’
Actina F 5 AGGGCGGTCTTTCCAAGTAT
Actina R 5’ACATACATGGCGGGAACATT

Tabla 3 — Oligonucledtidos disefiados para PCR cuantitativa

[11.9.1. PCR cuantitativa (en tiempo real)

Las reacciones de PCR cuantitativa realizaron utilizando el kit comercial
QuantiTect™ SYBR® Green PCR (QIAGen), giiendo las instrucciones del

fabricante. Los oligonuci#idos fueron sintetizadodilizando el programa Primer

3 (http:// frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3fipner3_www.cgi).

Las reacciones se

llevaron a cabo en un voluménal de 25 ul, segun se describe en la Tabla 4:
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Componentes [final]
2X QuantiTect SYBR Green PCR 1X
Oligonucledtido A 0,3 uM
Oligonucledtido B 0,3 uM
ADNc 60ng
H,0 bidestilada libre de RNAsa Llevar a 25 ul

Tabla 4 — Componentes de la mezcla maestra de reaccién de PCR

cuantitativa

Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo ABI Prism 7000 HT Sequence
Detection System (Applied Biosystemdjlimando el siguiente programa: 2 min a
50°C, 10 min a 95°C y 15 gea 95°C por 40 ciclos § min a 60°C. Una vez
terminada la amplificacién se creé lanca de disociacion, nadéda como cambios
en los niveles de fluorescencia en funciénaéemperatura, de modo de detectar
los productos no especificos. El prograheadisociacion utilizado fue el siguiente:
15 seg a 95°C, 15 seg a 60°C seguido desuase rampa de 2@in desde 60°C a
95°C. Se realizaron 3 rigas de cada reaccion catina como gen control de
normalizacion (expresidoonstitutiva). La cuantificaciode los cambios relativos
en la expresion génica se realizé utilizando el métoths 2segun lo descripto por
Livak y Schmittgen (2001).

[11.10. Protocolos clasicos de biologia molecular

Las técnicas de minipreparacion y magmracion de plasmidos y digestion de
ADN con enzimas de restriccion se reaton segun describe Sambrook y col.,
1989.
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[11.11. Generacion de micromatrices de ADN

[11.11.1. Obtencion de ADNamplificados para impresion

Para la impresion de micromatrices @Nc sobre soporte de vidrio, se
amplificaron por PCR los fganentos representativos de los unigenes anotados en
las bibliotecas previamentearacterizadas. Las i@ones se realizaron en
volumenes de 50 ul segun se detall@@tiouacion, utilizando dtit Expand Long
Expand Template PCR System (Roche Diagnostics, Inc.), siguiendo

especificaciones del fabricante (Tabla 5).

Componentes [final]
Buffer 10X 1X
dNTPs (AGT) 0,2 mM
Oligonucledtidos 0,2mN
Taq polimerasa 0,75 U
ADN (desnaturalizado) 60 ng
H,0 bidestilada Llevar a 50 ul

Tabla 5 — Componentes de la mezcla maestra de reaccion de PCR
para amplificacion de clones de ADNc y su uso en la impresién de

micromatrices

Los oligonucledtidos utilizadofueron disefiados sobre la zole@Z del vector
(Figura 6), siendo la secuenciadmuiente (Invitrogen, 85586B04 y 85586B05,
respectivamente):

Secuencia 5’ a 3’ (LacZl): GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG TG

Secuencia 5’ a 3’ (LacZ2): AAGGG GGA TGT GCT GCA AGG CG

El programa de ciclado y la termodeidora fueron los mismos citados k8.1,
excepto la temperatura de anillado ks oligonucleétidos que se programo
siguiendo una rampa de descenso de &0%5°C, acorde a las Tm de cada uno de

ellos.
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WEEYAM_ A

. F
Disefio de —

oligonucledtidos

Figura 6. Mapa circular del vector pGEM®-T Easy y sus puntos de referencia.

[11.11.2. Impresién de las micromatrices

Se verifico la presencia de los proths obtenidos en geles de agarosa 1%,
sembrandose un marcador de masa mtae¢uow DNA MassLadder, Invitrogen
10068013) de modo de cuantifidas concentraciones eatfl00 y 200 ng/ul para
lograr una buena calidad d®presion. Para la purifacion de los productos se
utilizaron placas filtro de 96 wells (Millipore MANU3050) sobre una bomba de
vacio tipo manifold de Millipore. La ipresion de las micronvéces de ADN se
realizé a través de un servicio ofideipor Gentron GenomiServices (Gentron,
Suc Argentina), utilizando el equipo VArsay Chip Writer (BioRad). Se
imprimieron 6 grillas de 8X8 puntos (supergrilla) por cuadruplicado sobre soportes
de vidrio (Ultragap II, Conimg Systems). Se incluyer@momo control la secuencia
codificante para actina como contnpbsitivo, y tres clones correspondientes a
genes de ratdbn como control negativaifieros de acceso GenBank: NM009060,
NMO008690, NM019476).
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[11.11.3. Hibridacion y escaneo de las micromatrices

Las micromatrices obtenidos fueron utilizagiasa evaluar la g@xesion relativa de
los transcriptos representados en forsraultanea en tejidos control y tratado
mediante hibridacion deosdas marcadas con distintos fluoréforos Cy3 y Cy5
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.). 8ealuaron los ARNs extraidos de 3
muestras biologicas de control, de 3 easimas tratadas con frio y 3 muestras
crecidas bajo condiciones de alta sdla. Se utilizd el sistema “SuperScript
Indirect RNA Amplification System” (Inkrogen, EUA) paraamplificar el RNA
partiendo de 800 ng RNA extraido dedaamuestra basado en el método de
sintesis de DNAcomplementario in situ (Eberwing col. 1992). EI RNA ya
amplificado y habiendo incorporadminoallil UTP erla transcripcionn vitro, se
marco fluorescentemente con Cy3 o Qydr incubacion en medio alcalino con
ésteres de Cy3 o Cy5 respeamente. Los vidrios ipresos fueron escaneados
(usando canales para ambos fluoroforosiea intensidades diferentes usando el
lector de fluorescencia VersArray Chip Reader (BioRad). Las imagenes obtenidas
fueron analizadas utiliralo el programa Spotfinder
(www.tm4.org/spotfinder.html), cuantificandoda intensidad de sefal para cada
spot. Luego, se realiz6 una integracihm los datos de las multiples imagenes

escaneadas.

[11.11.4. Preprocesamiento de datos

La normalizacién y el analisis de erpion global se realizaron a través de
programas generados utilizando el progranéUniversity of Awckland) a través
de su version R 1.9.0 (http://www.rprojecgpr Los datos de cada vidrio fueron
normalizados corrigendo la dependenciaiptensidad (LOWESS). Se realizé una
integracion de los datos de las réplitésnicas dentro de cada soporte (csyolat
fue impreso 4 veces) y las réplicaxriéas entre soportes (intercambio de
fluoréforos o “dye-swap”). Se generéaumatriz de expresion génica cuyo analisis

se focalizé en la identificacién de germs expresiones diferenciales. Todos los
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analisis relativos a la exploracion dentatriz génica se realzon con el software
Infostat 2006® (Grupo Infostat, FCA, Cordoba, Argentina).

[11.11.5. Normalizacion entre réplicas biolégicas

Los métodos utilizados en la normalizaciEémire replicas bidigicas tienen como
supuesto que la gran mayoria de Ilgsnes no alteran su expresién entre
tratamientos. Bajo estagosicion, la ecualiza@n de las escalas o la ecualizacion
de los cuantiles no modificasubstancialmente la posiliid de detectar patrones
de expresion diferencial. Sin embargo, en el contexto de la presente aplicacion, no
parecié razonable aplicar estas normalimaes (adicionales) ante el peligro de
destruir o confundir los patrones de egién diferencial, ain cuando se observo
una importante diferencia de escala eetreaso control y los tratados que podria
sugerir lo contrario. Para interpretar edierencia de escalas se tuvo en cuenta
gue cuando se hace referencia a la “esaddas expresiones geénicas por vidrio no
se esta haciendo referencia a la esadauna variable aleatoria sino a una
pseudoescala que refleja variabilidad demeacla de variables aleatorias. En esta
mezcla, una mayovariabilidad de las expresioha@énicas de los vidrios de un
tratamiento respecto de los vidrios deootratamiento puede reflejar tanto la
variacion atribuible al error experimentaimo también a los efectos de tratamiento
gue producen la sub- o sobreexpbasirelativa de algunos genes. Esto es
particularmente esperable em experimento aoo el que se considerd en este
trabajo, donde el valor espelo de la expresion géniea el control deberia ser
cero (valor esperado del logaritmo de la razén entre los canales rojo y verde),
mientras que si los tratamientos ftéd y salinidad produjeran un cambio de
expresion génica, eso deberia reflejagseun cambio de las pseudoesca(as.

Rienzo JA, 2006, comunicacion personal)
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[11.11.6. Consistencia de las repeticiones

Para evaluar cuan disimil son las repeties biol6gicas de este experimento se
obtuvo una ordenacion de las mismas un plano de ordenacién generado
mediante analisis de componentes prineipaplicado a la matr de expresiones

génicas. Esta aproximacion tiene ererta la informaciéon de todos los genes

simultaneamente y paite establecer si unapeticion es atipica o no.

[11.12. Analisis estadistico. Identificaion de grupos de genes con expresion

diferencial.

El andlisis de la meiz de expresion génica se faeal en la identificacién de genes
con expresiones diferenciales. Existen diversas estrategias para obtener un listado
de genes candidatos. Laragegia mas sencilla es aplicuna prueba de hipotesis
tradicional o eventualmenteo paramétrica gen a gen. t&saproximacion tiene el
inconveniente de generar un gran numdm falsos positivos. Los métodos
correctivos, basados en el control e tasa de falsos positivos tienen el
inconveniente de generar asimismo uwdléa tasa de falsos negativos. Por
consiguiente la metodologia utilizada en ésibajo consistio en complementar las
técnicas inferenciales clasicas con uneciat de seleccion (ver resultados) basado
en el ordenamiento de genes y tratanoigrgn el espacio generado por los dos
primeros ejes principales obtenidos de udliais de componentes principales de la
matriz de expresion génica. Postanente, y dentro del conjunto de genes
seleccionados en el paso anterior, séz@&| reconocimientale grupos de genes
con perfiles de expresion similar medmna aplicacion de un algoritmo de

clasificacion no supervisada.
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IV. RESULTADOS

CAPITULO 1: OBTENCION DE CO LECCION DE SECUENCIAS DE
TIPO EST

IV.1.1. Colecciones de ADNc diferenciales

Se construyeron colecciones de clonesn@lecas) de ADNc mediante la técnica de
hibridacién sustractiva (SSHle los siguientes érganddor (estadios R1 y R4),

hoja, tallo y raiz. En primer lugar se av@lla eficiencia de dicho procedimiento
mediante un analisis de transcriptos diferenciales obtenidos de las colecciones de
ADNCc reciprocas: se usaron preparacioABN poliadenilado a partir de flor en
estadio R4 y de hoja para generar ADNester” y “driver”, respectivamente, para
cada una de las colecciones. La comparacion de las secuencias de transcriptos
diferenciales de ambas colecciones arqpjdrones claramentdiferenciales entre

las mismas. Dichos datos mostraron a Inileecomparacion deecuencias que el

94% (209 de 222 secuencias) y 62,5% (80188 secuencias) de las secuencias
analizadas eran Unicas para el estadio Rlodg hoja, respectivamente (Tabla 6).

El alto porcentaje de uniges 6rgano-especificas obtenidgsartir de hoja y flor en
estadio R4 confirmé la potencialidad ddaesstrategia para detectar transcriptos
inducidos diferencialmente en otros érganosstadios de desarrollo a través de la
construccion de clonotecas adicionales. Estas colecciones incluyeron una de flor en
estadio temprano de desarrollo (R1) agéatcon flor de un &slio masavanzado

de desarrollo (R4) y dos colecciones emngndo transcriptos diferenciales de tallo

y raiz, estas dos Ultimas astadas con ADNc de hoja.
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Total de ESTs FlorR1 (1) | Flor R4 (2) Hoja (3) Tallo (4) Raiz (5)| Total
Aislados 504 384 268 400 11% 1671
Secuenciados 261 269 159 312 72 1073
Analizados 244 222 128 280 45 91p
Secuencias diferenciales entre (2) y (8} ® 209 80
Secuencias no redundantes 40 140 63 82 4 329
Porcentaje de secuencias no redundant& 16,4 63,0 49,2 28,4 8,8 358
Secuencias diferenciale$ 31 131 42 81 4 289
ORF promedio © 269 220 257 265 224 24l
Tamafio de inserto promedio (pb}” 495 365 443 463 37 44‘1
Tabla 6 — Numero de secuencias detectadas exsivamente en la clonteca bajo analisis.
@ secuencias detectadasxclusivamente ercolecciones de ADNc de flor u hoja
® Numero final sobre secuencias analizada$) Secuencias detectadas exclusivamente en la coleccion de
ADNCc indicada sobre el total de secuencias no redundantes.

a) Clonoteca de ADNc 6rgano-esyfico de flor (estadio R1)

La coleccion de ADNc diferencial deofl en estadio R1 fue sustraida con una
poblacion de ARNm del mismoérgano pero en estadio R2. Esta estrategia tuvo
como obijetivo el aislamientde transcriptos relacionadosn el desarrollo de boton
floral. La misma consté d@44 clones agrupados en 40ntigs (unigenes),
clasificados en orden alfabético camdente, siendo EF101 (abreviatura
correspondiente early flowe) la primer secuencia o@spondiente a la coleccion,

y EF701, la ultima. En la Tabla 6 se obsezl/alimero total de secuencias aisladas,
analizadas, diferenciales, tamafio promei#ionserto y de ORF para esta coleccion,
mientras que en la Figura 7 se grafica el analisis de clasificacion funcional de dichas
secuencias que se expresan o “ESTséei$ipos para flor en estadio R1 segun su
similitud con base de datos, utilizanéb programa BLASTX perteneciente al
algoritmo BLAST (Altschul y col. 1990).
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B Metabolismo secundario; 1;

@ Sin similitud; 1; 2,8%
2,8%

B Proteinas hipotéticas; 7;
19,4%

@ Pared celular; 2; 5,6%

O Floracion; 1; 2,8%

B Secuencias EST; 4; 11,1%

OSintesis de ADN; 1; 2,8%
O Defensalestrés; 13; 36,1%

Figura 7 Clasificacion funcional de ESTs aisladoa partir de la clonoteca diferencial de flor en
estadio R1

b) Clonoteca 6rgano-especifica de flor (estadio R4)

Las poblaciones de ARNm de flor en esta®4 y de hoja fuerontilizadas como
fuente de tejido blanco vy tejido de refenancespectivamente, para la construccion
de esta clonoteca. lmisma const6 de 222aries agrupados en 146ntigs siendo

el porcentaje de unigenes de 63@esentandose como lelonoteca menos
redundante obtenida a partir de la prge coleccién. Las secuencias fueron
clasificadas en orden alfabético casdente, siendo F122 (abreviatura
correspondiente for) la primera secuereicorrespondiente a la coleccién, y F596,
la dltima. En la Tabla 6 pueden obserealss valores paramétricos del total de

secuencias analizadas, y en la Figura@daificacion funcional de dichos ESTs.
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O Oxido-reduccion; 6; 2,8%

OFotosintesis; 11; 5,2% B Metabolismo secundario; 5;

2,4%

Transporte; 2; 0,9%
B Transduccién de sefiales; 10; | P °

4,7%
@ Citoesqueleto; 1; 0,5%

@ Sin similitud; 45; 21,3%
@ Pared celular; 1; 0,5%

ODefensa/estrés; 17; 8,1%

B Proteinas hipotéticas; 10;
4,7%

OSintesis de ADN; 2; 0,9%

O Secuencias genémicas; 1;
0,5%

W Expresion génica; 6; 2,8%

B Secuencias EST; 94; 44,5%

Figura 8 .Clasificacion funcional deESTs aislados a partir de laclonoteca diferencial de flor en
estadio R4.

c) Clonoteca de ADNc gano-especifico de hoja

Tal cual se describi6 enlll.b), el cDNA sintetizado a gzt de Poli (A+) ARNm

de hoja como fuera descrito antem@nte fue arrestado con mensajeros
provenientes de flor en estadio R4 denera de obteneuna coleccion de
transcriptos especificos, poco abundagte®co comunes entiambos tejidos. El
namero total de secuencias aratias fue de 188grupadas en 8bntigs siendo el
porcentaje de unigenes 49,2%. Las sedasnfueron clasificadas en orden
alfabético ascendente, siendo H101 (abreviatura correspondieofa & primera
secuencia correspondiente a la coleccién, y H494, la Ultima. En la Tabla 6 pueden
observarse los datos analiticos ti¢al de secuencias areddas, y en la Figura 9 la

clasificacion funcional predichde los ESTs correspondientes.
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B Metabolismo secundario; 7;
5%

O Oxido-reduccion; 4; 3%

@ Transporte: 3: 2% O Defensalestrés; 3; 2%
19, 2N

OsSintesis de ADN; 2; 2%

O Fotosintesis; 60; 47% B Secuencias EST; 41; 32%

@ Sin similitud; 3; 2%
W Proteinas hipotéticas; 5; 4%

Figura 9: Clasificacién funcional de ESTs aisladoa partir de la clonoteca diferencial de hoja.

d) Clonoteca de ADNc gano-especifico de tallo

Se construyé una clonotecafedencial a partir de ADNaintetizado a partir de
ARNm aislado de tallo y arrestado coBNA provenientes de hoja. El nidmero
total de secuencias analizadas fue de 280 agrupadas eon8gs siendo el
porcentaje de unigenes 28,9%. Las sedasnfueron clasificadas en orden
alfabético ascendente, siendo T 18Breviatura correspondientdadlo) la primera
secuencia correspondiente a la coleccioh,479, la ultima. En la Tabla 6 pueden
observarse los datos analiticos del total @deiesecias obtenidas y en la Figura 10 la

clasificacion funcional predichde los ESTs correspondientes.
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B Secuencias EST; 44; 16%

ODefensalestrés; 29; 10%

O Sintesis de ADN; 4; 1% OSecuencias genomicas; ; 0%

@ Proteinas ribosomales; 7; 3%

B Transduccién de sefiales; 5;

B Proteinas hipotéticas; 20; 7%
2%

@ Sin similitud; 6; 2%

O Oxido-reduccién; 17; 6%

OFotosintesis; 109; 39%

Figura 10: Clasificacion funcional de ESTsde la clonoteca diferencial de tallo.

e) Clonoteca de ADNc 6rgano-especifico de raiz

Esta clonoteca no se encuentra altammyeesentada ya qse obtuvo un nimero

no representativo de clones debido a probkeen la cantidad y calidad de ARNm
aislado de raiz que condug una clonoteca con altadundancia de secuencias
diferenciales.. El nimero tal de secuencias analizadas fue de 45 agrupadas en 4
contigs siendo el porcentaje de unigenes 8,8%s secuencias fueron clasificadas
en orden alfabético ascendente, d@R102 (abreviatura correspondientai) la
primera secuencia correspondiente a lacuddm, y R196, la dltima. En la Tabla 6
pueden observarse los datos analiticos del e secuenciasbtenidas y en la

Figura 11 la clasificacion funcional predicha de los ESTs correspondientes
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B Citoesqueleto; 1; 1%
W Expresion génica; 3; 3%

@ Sin similitud; 37; 43%
@ Transporte; 45; 53%

Figura 11: Clasificacién funcional de la clonoteca diferencial de raiz.

IV.1.i) Andlisis bioinformatico de secuencias

La calidad de las secuencias correspemdis a los clones aislados se evaluo
teniendo en cuenta la lomgd de lectura y el porcentage bases inderminadas.
Una vez eliminadas las secuencias flangtesadel vector los ESTs se ordenaron en
una base de datos relacional sobre una platafé¥indow§, segin se describe en
el itemll.1.3. Las secuencias se comparaetre si a través de un algoritmo
llamado ‘Blast local” para definir las unigengsa su vez se compararon contra
bases de datos internacionales de nucleétidos y proteinas usando los algoritmos
BLASTN y BLASTX (Atschul y col. 1990) Los parametrositilizados para los
analisis con BLAST fueron aquellos qus loortales de acceso utilizan por defecto,
excepto el valor EF valug que fue corregido al valor de (EZ)0 En base a la
probabilidad de similitud (homologia) ajada por estos programas se asigné una
funcién génica probable a las secuenaaalizadas y se definieron grupos que

comparten similitud bajo una designacion coman.
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En la Tabla 6 se observda numero total de secuencias aisladas, analizadas,
diferenciales, tamafio promedio de inggrtde ORF, por clonoteca de ADNc. La
misma expone que un total de 1073 clones no direccionales fueron seleccionados al
azar a partir de la secuenciacion dedidsrentes clonotecas de ADNc, luego de la
remocién de las secuencias de caligatbre y secuencias con similitud a ARN
ribosomal. De esta manerae generaron 919 secuencias legibles, que fueron
posteriormente editadas y anotadas. Isasuencias 5 y 3’ se encontraron

representadas de manera igualitarida base ddatos de EST.

IV.1.ii) Deteccion de unigenes

El andlisis de redundancia de secuenftiadlevado a cabo paomparacion de las
mismas utilizando BLASTN a travéslel programa BioEdit® (Tom Hall,
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htjnlLas 919 secuencias generadas en
este trabajo fueron archivadas en formato FASTA y cargadas como una base de
datos local para ejecutar el progeenBLASTN dentro de BioEdit®. Los
alineamientos entre ellas fueron aradias y evaluados denanera manual,
encontrandose 322 unigenes. Posteriotejgna modo de automatizar el analisis
bioinformético y chequear los unigendstectados a partir del banco total con
mayor precision, las mismas secuenciasrdo comparadas en el servidor local
(Inta 01, BioAxioma S.R.L.) desarrolladopartir de este trabajo por Lew y col.,
2002. El desarrollo de este prama y la exploracion de suterfaz para analisis de
secuencias se describen en el Capilulde esta seccion. Dicha herramienta se
aplic6 no sélo para estandarizar ytamatizar el proceso del analisis y
almacenamiento de las secuencias, sino itamiara detectar secuencias de vector
o artefactos remanentes resultantes deotaparacion de ellacon bases de datos
publicas. EI nimero final obtenido cortaegplataforma fue de 318 secuencias que
representan unigenes para toda la colegaiérsus 322 que fue el detectado con el
uso de BioEdit®.

72



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1.iii) Busqueda de similitud en bases de datos publicas

El programa Advanced BLAST (Altschul y col.,, 1990) fue utlizado para la
busqueda de similitud de secuencias esebade datos de proteinas. Los 10
primeros hits fueron anotados de adaecon su funcion putativa segun BLASTX.

Las secuencias que regresaban similitud no significativaontra la base de datos

de proteinas se compararon de maimral utilizando BLASTNcontra grupos de
secuencias de plantas del tipo STS y EST. Las bases de datos conteniendo aquellas
fueron descargadas de bases de sdamdblicas utilizando “Standalone WWW
BLAST Server” del Centro Nacional dénformacion Biotecnolégica (NCBI;
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/server/currentelease). Una vez procesadas, las
secuencias fueron exportadas a un archivéormato FASTA y ordenadas a través

de Biopipeline® (Lew y col., 2002). s rutina grafica mestra una matriz
procesando la informacion en una platafordeaVisual Basic la cual alinea los
mejores valores (hits) de secuencias enmatiiz de puntaje. Las secuencias que
mostraban mas del 80% de identidad sabrtotal del largo de secuencia fueron
consideradas idénticas o potencialmente idénticas y fueron asignadas a un grupo
especifico. Las secuencias que presentaban una identidad entre el 50% y el 80%
fueron analizadas exclusivamente denara manual, alineandolas entre ellas
(BLAST 2 sequences: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cqi,
Altschul y col., 1992). El alineamiento decuencias sobre aquellas con alto grado

de similitud fue confirmado a través ldaso de programasle alineamiento
(Clustalw, Thompson y col., 1994). Elsamblaje de ESTs agrupados se realizo
utilizando el programa de ensalatto CAP3 (Huang y col., 1996).

IV.1.iv) Analisis informatico de ESTs

Biopipelin€® arrojo un resultado de 329 secuencias con un total de 318 unigenes
(restandole las 11 secuencias corresmorids a posibles contaminaciones con
ARN ribosomal), mientras que CAP3 (wdindo un valor deorte de 95% de

identidad y un solapamiento minimo del#es), detecté un total de 29 secuencias
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ensambladas €bntigs”) y 249 unigenes (secuencias Unicasingletons”) segun

se muestra en la Figura 12.

350
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NUmero de secuencias

100

50

Numero total de secuencias Unicas Secuencias consenso Unigenes

Figura 12: Analisis gendémico de ESTs utilizando Cap-3

Por otro lado, la redundancia de secuamcvario a través de las diferentes

clonotecas de ADNc (Figura 13).
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Figura 13 — Frecuencia de clones redundantes entre ESTs de diferentes clonotecas 6rgano-

especificas

La coleccion menos redundante correspondiéstddio R4 de flor, con un total de
140 unigenes sobre 227 analizadas (62f).contraste, las clonotecas de ADNCc
mas redundantes fueron la detbelso R1 de flor (13% denigenes) y la de raiz (7%

de unigenes). Las clonotecas de ADdkE hoja y tallo mostraron niveles de

redundancia intermediospic un 49 y 28% de unigenes, respectivamente.

IV.1.2. Analisis de ESTs basados en funcion predicha

Los ESTs de girasol fueron clasificadosdgierentes clases funcionales de acuerdo
a su funcion predicha basada en comp@n de secuenciaon bases de datos
SWISS/Prot/TrEMBL (SWALL). En la Figar14 se observa la clasificacion de los
ESTs (Tabla 6) segin su homologian doases de datos publicas acorde a la
nomenclatura de Gene Ontology y la esisia del software GOblet (Henning y
col., 2003). La nueva anotaaiincorpora la terminologidefinida por la iniciativa

de Gene Ontology Annotation (GOA; Camortol., 2003) para la clasificacion de
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los productos de genes usando una anotatnsensuada en las bases de datos que
describe de manera consigie que actividad cumple cada proteina. EIl desarrollo,
analisis y caracterizacion del conjunto deageaislados en este trabajo asi como la
anotacion de una funcion definidagée GOA, que incluye el numero de
identificacion de GO, la secuencia con yma similitud evaluada a partir de
BLASTX y el numero de acceso de maisma en SWALL estan descriptos en
Fernandez y col. (2003), mientras que e&ti®s completo de los ESTs generados en
este trabajo, la funciéon putativa otorggmat BLASTX con su puntaje respectivo, el
vocabulario asignado por GO y su niimede acceso se encuentran como

informacion complementarigel mismo trabajo.

O Desconocidas
40,25%

E Moléculas tipo "binding"
M No clasificadas 12,26%

6,92%

Ml Desarrollo

M Transporte 0.31%

5,03%

O Moléculas estructurales
4,40%

OEnzimas

M Transduccion de sefiales 18,55%

0,94%

O Respuesta a stress
2,20%

O Motor
0,31%

M Fotosintesis/Cloroplasto
8,81%

Figura 14: Clasificacién segun Gene Ontology de secuencias analizadas

Un total de 190 secuencias (60%) soBi& no-redundantes no mostré similitud
significativa a secuencias conocidas de genes en bases de datos con un nivel de
significacion basado en el valor E yalug de 10° y un valor de puntaje mayor a
80. No se encontraron diferencias signtfics en el tamafio promedio de inserto

entre el grupo de secuencias con simildaugkecuencias en basksdatos y el grupo
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de secuencias sin similitud a las mismbs que indicaria que el tamafio de
secuencia aqui reportado no fue limitamara determinar una funcionalidad
putativa determinada en GenBank. Bs 113.149 entradas correspondientes a la
familia de las Compuestas depositadas eedaublicas al momento de realizar las
comparaciones de las secuencias gelasran este proyecto, 44.961 correspondian
a girasol y el resto a lechuga (Fernangenl 2003), de las cuales s6lo 2.061 estan
anotadas funcionalmente (TIGR Gene tedi, http://www.tigr.org/tdb/tgi/hagi). A
pesar de esta gran cantidéel informacion disponiblda comparacion de las 318
secuencias no-redundantes generadas etraiségo contra lag4.961 secuencias de
girasol y lechuga (http://www.ncbi.nlmh.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene)
mostraron que 197 (59,9%) nenian similitud significativa con ESTs de girasol
previamente reportados, mientras que 283%) tampoco lo hacian con ESTs de
lechuga. Por otro ladort®ién se realizé un estudioraparativo de los resultados
de BLASTX de manera de determinar los 197 nuevos genes putativos se
encontraban representados en GenBank gemuencias previas de girasol de
diferentes regiones, ya que los ESWe este trabajo derivaron de ARN
poliadenilado y, por lo tanto, enriquecida secuencias provenientes del extremo
3’, mientras que los ESTs depositadas CGl (Compositae Genome Initiative:
http://compositdb.ucdavis.edu) se encuenteaniquecidos en la region 5. Este
estudio demostré que la mayoria de loF&Ssi bien compartela anotacion, no
comparten la identidad a nivel de nucldétilo que significaria que muchas de ellas
podrian ser variantes de familia de genela clase denominada como “no
clasificada” corresponde a secuencipge mostraban similil significativa con
secuencias en SWALL utilipalo BLASTX pero para lague no se encontraron un
vocabulario GO asociado. Muchas de estas secuencias corresponden a proteinas
hipotéticas con funcion desconocida. dlaindancia relativa de categorias de EST
vario de acuerdo a la clonoteca anal&dBigura 15). Los ESTs que mostraban
similitud no significativa (clase “desnocida”) representaron 56% de las
secuencias analizadas en la clonoteca dBlAde flor en estadio R4, mientras que
esta categoria fue considerablemente infenootras clonotecasariando del 16 al
47%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente, la familia de las Compuessasencuentra representada en GenBank
por 466.63%ntradas (24/11/2006), de las @saP3.793 corresponden a ESTs de
girasol cultivado, y el resto #&elianthus argophyllus, Helianthus paradoxus,
Helianthus exilis, Helianthus petiolaris (girasol silvestre, Taraxacum officinale)
lechuga actuca sativa) y otras especies del género Lactuca, a saber: Lactuca
serriola, Lactuca saligna, Lactuca virosa y Lactuca perennidittp://
cgpdb.ucdavis.edu/database/ php_my admpip_my_admin.php). En la Tabla 7
podemos observar que en la actualidach an 14,5% del total del banco local de

ESTs son secuencias nuevas para girasol.

Numero de ESTs de Compuestas en GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html)
Puntaje

Secuencias <80 | Porcentaje

Especie dbEST | Singletong Contigs| Total| bits | (sobre 318)
Helianthus annuus 93.793 22.584  10.662 33.246 A6 14,47 %
Helianthus argophyllug 34.656 5.224 1.018 6.242 125 39,31%
Helianthus exilis 32.827 15.04% 5.714 20.7%9 D2 28.98%
Helianthus paradoxus 10.340 4.478 941 5.419 125 39,31%
Helianthus petiolaris 27.484 9.466 4.298 13.75%9 1p2 38,3p%
Lactuca perennis 29.125 7.42( 4.689 12.109 185 58,18%
Lactuca saligna 30.710 7.259 5.16[l 12.420 180 56,6P%
Lactuca sativa 80.849 16.210 11.470 27.680 1p1 38,06%
Lactuca serriola 55.491 13.823 7.439 21.262 151 47,48%
Lactuca virosa 30.068 8.007 5.098 13.105 178 55,97 %
Taraxacum officinale 41.296 10.741 6.283 17.024 176 55,36%

Tabla 7: Numero de secuencias de tipo ESTs depositadas en GenBank al 24/11/2006

78



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

70%

B Flor R1
60% 1 EFlor R4

EHoja
O Tallo
HRaiz

50% -

Porcentaje
%

20% -

10% -

0% -

Proteinas de pegado

Desarrollo

Enzimas

Movimiento

Fotosintesis/Cloroplasto

Respuesta a estrés

Transduccion de
sefiales

Moléculas estructurales

Transportadores

No clasificados

Funcién desconocida

Figura 15: Comparacion de ESTs clasificados por funcién predicha entre las cuatro
clonotecas 6rgano-especificas de ADNc. Laaslficacion funcional de las secuencias fue
realizada segun lo descripto en la Figura 14El porcentaje de ESTs incluidos en cada clase

funcional fue comparado entre I& cuatro clonotecas de ADNCc.

La categoria “proteinas estructurales" y "motoras" asi como también secuencias
relacionadas con crecimiento celular y rbetesmo, incluidas en este trabajo bajo

la terminologia GO de “enzima”, mostoa un bajo nivel deepresentatividad
comparado con las mismas categoréddenidas de clonotecas de ADNc no-
normalizadas (Carson y B@h2000), (The Arabidopsi&enome Initiative, AGI:

http://pgec-genome.ars.usda.yjov Estos resultados sugieren que el paso de

normalizacion que tuvo lugar en la constion de las clonotecas de ADNc fue
eficiente en la reduccion del nivel de exgibn de transcriptos super abundantes
representados en los diferentes tejidomlizados. Un estudio similar sobre
representatividad de ESTs sobre la catiegfuncional de metabolismo celular fue
reportado en otras clonotecas deMc normalizadas (Ali y Taylor, 2002).

La Tabla 8 incluye la lista completa @ecoleccion anotada segun la terminologia
GO y con el numero de acceso otorgado @enBank., mientras que la Tabla 9

presenta la coleccion de 33 ESTs nddredantes relacionados con respuestas a
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

defensa ystress seleccionados como genes canidautativos para estudios de

expresion.

Tabla 8 -Lista de clones no redundantes con niero de acceso de la secuencia generada y su

correspondiente definicién de identificaciorGO, similitud BLASTX y nimero de acceso de la

secuencia resultado

Numero de Identificacion Numero
acceso GO Definicion funcion GO  de acceso BLASTX hit E value
Binding (GO:0005488)
Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenaseactivase
BU671784 GO0:0005524  ATPBinding Q40073 A, 6,00E-28
Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase activase
BU671785 GO0:0005524 ATBinding Q9FUI0 A, 7,00E-35
Ribulose bisphosphate
BU671789 GO0:0005524  ATBinding P10896 carboxylase 4.9e-20
Ribulose bisphosphate
BU671795 GO0:0005524  Binding Q40281 carboxylase 4,00E-61
BU671806 GO0:0005524  ATPBinding Q8LKP8 Heat shock protein 70 2,00E-44
Preprotein  translocase secA
BU671808 GO0:0005524  ATPBinding Q41062 subunit 1,00E-104
BU671809 G0:0005509 Calcium ion binding Q8LL Hypothetical protein 4.0e-14
Translation  elongation Hypothetical protein (Elongation
BU671811 GO:0003746 factor activity Q9SzD6 factor Ts) (EF-Ts) 5.9e-18
BU671817 GO0:0003677 DNAinding QI9LYB9 Hypothacal 21.2 kDa protein. 4,00E-44
Stromal 70 kDa heat shock-
BU671832 GO:0003773 Heat shock protein Q02028elated protein 3,00E-27
Actin-depolymeizing factor 1
BU671833 GO0:0003779  Actibinding Q9FVI2 (ADF 1) 3,00E-27
BU671836 GO0:0005524  ATP binding 081076  Putative AAA-type ATPase 8,00E-21
BU671845 G0:0000287 Magnesiwinding Q93WE2 Magnesium chelatase subunit 4,00E-36
Translation  elongation
BU671851 GO:0003746 factor 023755 Elongationfactor 2 (EF-2). 1,00E-35
BU671866 GO:0009058  Biosynthesis Q39049Magnesium chelatase subunit. 4E-16
Oxygen-evolving enhancer
BU671867 G0:0030145 Magnesiwmding Q943W1 protein 1 2,00E-92
RuBisCO  subunit  binding-
protein beta subunit precursor,
BU671870 GO0:0005524  ATBinding Q9FHA9 chaperonin 1,30E-09
Translation  elongation Elongation factor 1-alpha (EF-1-
BU671873 GO:0003746 factor P17786 alpha). 1,00E-100
BU671885 G0:0003925 Small monomeric 022413 PAflbosylation factor 1. 1,00E-33
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Nimero de Identificacion NUmero
acceso GO Definicién funcion GO  de acceso BLASTX hit E value
Binding (G0:0005488)
GTPase
BU671890 G0:0003723 RNBinding Q8LP5  S-like RNase. 3,00E-26
Cell division cycle protein 48
BU671897 G0:0004002 AdenosinetriphosphataseP54774 homolog. 3,00E-71
S-adenosylmethionine synthetase
BU671900 G0:0000287 Magnesilinding P43282 3 2,00E-10
Dicarboxylate/tricarboxylate
BU671917 G0:0005488 Binding Q8SFO02 carrier. 2,00E-09
BU671923 G0:0003723 Binding 081363  4fisosomal protein S4 1,00E-78
BU671930 G0:0005488 Binding 049875  Adenine nucleotide translocato 3,00E-33
BU671932 GO0:0005514 Calcium ion storage Q40401  Calreticulin precursor. 6,00E-22
BU671940 G0:0003677 DNA-binding QILEW2  Naold DNA-binding protein 5,00E-19
BU671944 G0:0005509 Calcium ion binding 4€301  T26J12.7 protein. 7,00E-13
BU671999 GO0:0003743 Heavy metal binding 08208 Copper homeostasis factor 3,00E-17
Hydrogen-transporting
BU672006 GO0:0003936 two-sector ATPase Q34691  F1 ATPase alpha subunit. 4,00E-20
Translation initiation
BU672029 GO0:0003743 factor BO4 QHLK55  Translation initiation factor 5,00E-52
Peroxisomal Ca-dep  solute
BU672033 G0:0005488 Calcium ion binding Q9LY28carrier-like protein 1,00E-33
Translation initiation
BU672037 G0:0005509 factor P41382 Eukariotic initiation factor 4A-10  8,00E-31
BU672042 G0:0005488 Binding 004610  Riw@a carrier protein 1,00E-15
Hydrogen-transporting Putative H+-transporting ATP
BU672072 GO0:0003936 two-sector ATPase Q9SSS9 synthase 2,00E-15
Hydrogen-transporting
BU672086 GO0:0003936 two-sector ATPase Q9SCC3  ATP synthase beta subunit 1,00E-89
ATP aynthase gamma Hydrogen transporting  two
BU672088 G0:0003936 Cain P29790 sector ATPase 1,00E-58
Hydrogen-transporting ATP synthase gamma chain,
BU672096 GO:0003936 two-sector ATPase P29790 chloroplast precursor 2,00E-41
Mitochondrial half-ABC
BU672099 G0:0000166 Nucleotide binding QI9LF78transporter 1E-41
Transporter (GO:0005215)
ATP binding cassette
BU671850 GO0:0004009 (ABC) transporter Q9ARL6  Putative ABC transporter 4,00E-32
BU671860 G0:0006118 Electraransport Q9T011  ipothetical 28.3 kB protein 1,00E-44
Triose phosphate/phosphate
translocator, chloroplast
BU671863 G0:0005215 Transporter P49131precursor (CTPT). 1,00E-53
BU671880 G0:0008565 Protein transporter 39988  Hypothetical protein. 3,00E-16
BU671884 G0:0005215  Transporter Q9MB  T6K12.29 protein 3,00E-16
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Numero de Identificacion Numero
acceso GO Definicion funcion GO de acceso BLASTX hit E value
Transporter (GO:0005215)
BU671887 G0:0005215  Transporter Q9ZR68  Aquapbrin 2,00E-84
34 kDa outer mitochondrial
BU671899 G0:0015288 Porin P42055 membrane protein porin 3,00E-38
Polygalacturonase inhibitor
BU671906 G0:0005489 Electraransport Q94L58 protein 3,00E-39
Amino  acid-polyamine Putative amino acid transport
BUG671975 G0:0005279 transporter Q8RZP7 protein. 6,00E-08
Chloroplast drought-induced
BU671977 G0:0005489 Electron transporter 0040023tress protein of 32kDa 6,00E-41
BU671979 G0:0006118 Electron transporter Q39191  Nitrite reductase 3,00E-61
Putative thioredoxin-like U5
BU672024 G0:0005489 Electron transporter Q8W378mall ribonucleoprotein 5,00E-16
Chloroplast drought-induced
BU672102 G0:0005489 Electron transporter 004002tress protein of 32kDa 2,00E-56
Putative component of
BU671796 G0:0006118 Electron transport Q9ZR0&ytochrome B6-F complex. 2,00E-69
BU671812 G0:0005489 Electron transporter Q8W4M1  Putative thioredoxin reductase. 5E-19
BU671950 G0:0006118 Electraransport Q9734  Geranylgeranyl reductase. 2,00E-08
Enzyme (G0O:0003824)
Ribulose-bisphosphate
carboxylase activit Ribulose-bisphosphate
BU671786 G0:0016984 activity P08705 carboxylase activity 2.50E-10
Phosphoethanolamine N Putative phosphoethanolamine N
BU671794 GO0:0000238 methytransferase Q944HO methytrans 2,00E-26
Oxidoreductase, acting
on single donors with
incorporation of
molecular oxygen,
incorporation of two Nine-cis-epoxycarotenoid
BU671797 GO0:0016702 atoms of oxygen Q8LP14 dioxygenase4. 9,00E-52
Fructose biphosphate
BU671801 G0:0004332 aldolase Q9SXX5  Plastidic aldolase 2,00E-91
Cyclophilin (EC 5.2.1.8)
Cyclophilin-type peptidy- (Peptidyl-prolyl cis-trans
BU671803 GO0:0042027 prolyl cis-trans isomerase  Q9M530isomerase) (PPlase) 3,00E-18
Electron transfer
BU671805 G0:0008246 flavoprotein Q39640  Glycolate oxidase 2E-94
BU671807 G0:0004553 Hydrolase Q9M473  Ruta-beta 1,3-glucanase 5,00E-38
BU671815 G0:0004497 Monooxygenase Q9XE94  Geranylgeranyl hydrogenase 5,00E-63
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Nimero de Identificacion NUmero
acceso GO Definicion funcion GO de acceso BLASTX hit E value
Enzyme (G0O:0003824)
BU671823 G0:0042132 Fructose-bisphosphataseQ940F8  Sedoheptulose-bisphosphatase. 1,00E-46
S-adenosylmethionine
decarboxylase proenzyme (EC
4.1.1.50) (AdoMetDC) (SamDC)
(Induced stolen tip protein
TUB13) [Contains: S-
adenosylmethionine
decarboxylase alpha chain; S-
Adenosylmethionine adenosylmethionine
BU671824 GO:0004014 decarboxylase Q04694 decarboxylase beta chain]. 3,00E-46
Unknown protein (EC 3.3.2.3)
BU671825 G0:0004301 Epoxidgydrolase Q94K11 (Epoxide hydrolase). 2,00E-71
Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase Glyceraldehyde phosphate
BU671831 G0:0004365 (phosphorylating) activity  Q9ZICO dehydrogenase 0.012
Serine
hydroxymethyltransferase,
mitochondrial  precursor (EC
2.1.2.1) (Serine  methylase)
(Glycine
Glycine hydroxymethyltransferase)
BU671834 GO0:0004372 hydroxymethyltransferase P34899 (SHMT). 1,00E-137
Glycine dehydrogenase
[decarboxylating] A,
mitochondrial precursor (EC
1.4.4.2) (Glycine decarboxylase
A) (Glycine cleavage system P-
BU671835 G0:0004374 Glycirdeavagesystem P49361 protein A). 9,00E-48
BU671838 G0:0004096 Cabalase P45739  Catalase (EC 1.11.1.6). 2,00E-46
Fructose biphodphata homologous to plastidic
BU671841 G0:0004332 aldolase P93565 aldolases 3,00E-21
Glutamate ammonia
BU671843 GO0:0004356 ligase 004961  Chloropastic glutamine synthase  7,00E-56
Phosphoribulokinase, chloroplast
precursor (EC 2.7.1.19)
(Phosphopentokinase)
BU671849 G0:0004849 Uridine kinase P26302(PRKASE) (PRK). 5,00E-24
Ribulose-1,5-bisphosphate
Ribulose-bisphosphate carboxylase small subunit R1
BU671853 G0:0016984 carboxylase activity Q9AUJ6 precursor 7.5e-11
Ubiquinol-cytochrome ¢
BU671857 G0:0008121 reductase Q9FYB6 Rieske FeS protein precursor 1,00E-18
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Numero de Identificacién Numero de
acceso GO Definicion funcion GO acceso BLASTX hit E value
Enzyme (G0O:0003824)
Fructose-bisphosphate
BU671864 G0:0004332 aldolase Q9SXX5 Plastidic aldolase 1,00E-54
Transketolase, chloroplast (EC
BU671869 G0:0004802 Transketolase Q4267&.2.1.1) (TK) (Fragment). 8,00E-84
Aminomethyltransferase,
mitochondrial precursor (EC
2.1.2.10) (Glycine cleavage
BU671872 G0:0004047 Aminomethyltransferase P49363ystem T proteinjGCVT). 2,00E-54
Fructose-bisphosphate
BU671874 G0:0004332 aldolase 022486 Aldolase. 0.00011
Glu-tRNA(GIn)
BU671875 GO0:0016740 Transferase Q8LAD3amidotransferase subunit C. 3.4e-19
Serine hydroxymethyltransferase
2, mitochondrial precursor (EC
2.1.2.1) (Serine methylase)
(Glycine
Glycine hydroxymethyltransferase)
BU671879 GO0:0004372 hydroxymethyltransferase P49358 (SHMT). 7,00E-04
BU671881 G0:0004497 Monooxygenase Q9SRQ1  Putative cytochrome P450 1,00E-12
Proteasome
BU671886 GO0:0004299 endopeptidase 023708  Proteasome subunit alpha type 2  2,00E-17
Hydrolase, hydrolyzing
BU671888 G0:0004553 O-glycosyl compounds Q9M453  Putative beta-1,3-glucanase. 3,00E-58
BU671892 G0:0016301 Kinase Q9LV28 G binding protein 3,00E-66
BU671894 G0:0016844 Strictosidine synthase QBM1 Hypothetical 45.&Da protein. 2,00E-68
Peptidyl-prolyl cis-trans
BU671903 GO0:0003755 isomerase Q9M530  Cyclophilin 3,00E-18
1,2-beta-fructan 1F-
BU671904 G0:0004564 Beta-fructofuranosidase 081985 fructosyltransferase 2,00E-51
BU671907 G0:0008415 Acyltransferase 02462%Anther-specific protein. 6,00E-87
S-adenosylmethionine synthetase
(EC 2.5.1.6) (Methionine
Methionine adenosyltransferase)  (AdoMet
BU671913 G0:0004478 adenosyltransferase Q9FUZ1synthetase). 1,00E-95
Cysteine-type
BU671924 G0:0004197 endopeptidase Q8VWS1 Putative cysteine proteinase 4,00E-42
Peptidyl-prolyl cis-trans Peptidylprolyl isomerase
BU671928 GO:0003755 isomerase Q8L5T1 (Cyclophilin) 3,00E-18
BU671929 G0:0004222 Metalloendopeptidase 022941  Putative zinc protease 1,00E-61
BU671931 GO0:0004672 Protekinase P3017  Auxin-repressed protein 0.030
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Numero de Identificacién Numero de
acceso GO Definicion funcion GO acceso BLASTXhit E value
Enzyme (G0O:0003824)
ISOLOG (Dormancy-associated
protein homolog)
(At2g33830/T1B8.13).
Putative cytosolic 6-

BU671943

BU671960

BU671968
BU671972

BU671976
BU671989

BU672005

BU672021

BUG672057

BUG672065

BUG672069

BU672071

BU672076

BUG672082

BUG672085

BUG672090
BU672094

GO0:0004616

G0:0004766

G0:0042132
G0:0008168

G0:0004372
G0:0004601

GO0:0004616

G0:0008113

G0:0004089

G0:0030604

G0:0004512

G0:0004021

G0:0004365

G0:0004185

G0:0004372

G0:0042132
G0:0000234

Phosphogluconate
dehydrogenase

(decarboxylating)

Spermidisgnthase

Fructosa-bisphosphataseQ9XF82

Methyltransferase

Glycine
hydroxymethyltransfer

Peroxidase
Phosphogluconate
dehydrogenase
Protein-methionine-S-
oxide reductase

Carbonatehydratase
1-deoxy-D-xylulose-5-
phosphate
reductoisomerase
Inositol-3-phosphate
synthase

ase

Alanireminotransferase

glyceraldehyde

phosphate dehydrogenase P25857

3-

Sericarboxypeptidase

Glycine
hydroxymethyltransfer

Fructose-bisphosphatase P46276
Phosphoethanolamifie  Q8LJ10

ase

phosphogluconate
dehydrogenase (EC 1.1.1.44) (6-

phosphogluconate

dehydrogenase,

081238 decarboxylating). 8,00E-15
Spermidine synthase 1 (EC

48658 2.5.1.16) 1,00E-21
Fructose-1,6-bisphosphatase (EC
3.1.3.11). 4,00E-18

L@®B7  Ankyrin-like protein 7,00E-33

Serine hydroxymethyltransferase
(EC 2.1.2.1) (Serine methylase)

(Glycine
hydroxymethyltransferase)

023254 (SHMT). 2,00E-31

064970Cationic peroxidase 2 1,00E-40

6-phosphogluconate

Q9FWAZ2 dehydrogenase, putative 2,00E-19

Q9FF06  Methionine sulfoxide reductase 2,00E-15
Carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1)

P46511 (Carbonate dehydratase). 3,00E-89
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate

Q8L6C5 reductoisomerase. 2,00E-18

Q9LW96 Inositol-3-phosphate synthase 1,00E-42

Putative alanine

QB8LFE9 aminotransferase 7,00E-38
Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase B, chloroplast
precursor 1,00E-69

Q82X4 Hypothetical protein 7,00E-13
Serine hydroxymethyltransferase

P49357 1, mitochondrial precursor 5,00E-71
Fructose-1,6-bisphosphatase,
cytosolic 1,00E-80
Putative  phosphoethanolamine 1,00E-39

85



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Namero de  Identificacion Namero de
acceso GO Definicion funcion GO acceso BLASTXhit E value
Enzyme (G0O:0003824)
methyltransferase methyltransferase
NAD(P)H-quinone
BU672105 G0:0008137 NADMdehydrogenase P58419 oxidoreductase chain 4 3,00E-25
Probable cysteine synthase B
(CSASE B) protein
BU672106 G0:0004124 Cysteine synthase Q8Y0X86.2.99.8). 9,00E-21
Glyceraldehyde 3- Glyceraldehyde 3-phosphate
BU672109 G0:0004365 phosphate dehydrogenase P09044dehydrogenase B 3,00E-24
Structural Molecules
Structural constituent of
BU671813 GO0:0003735 ribosome Q8L6Z4  Hypothetical protein. 5,00E-19
Structural constituent of Mitochondrial 39S ribosomal
BU671848 G0:0003735 ribosome Q9PON7 protein L51 (MRP-L51). 1,00E-73
Structural constituent of
BU671920 GO:0003735 ribosome P17093 40Sribosomalprotein S11. 1,00E-27
Structural constituent of 60S ribosomal protein L2 (L8)
BU671926 GO0:0003735 ribosome P29766 (Ribosomal protein TL2). 1,00E-42
Structural constituent of
BU671933 GO0:0003735 ribosome Q9SS17 40Sribosomalprotein S24. 1,00E-17
Structural constituent of
BU671938 GO0:0003735 ribosome Q8L8W6 Putativeribosomal protein L39 0,004
BU671962 G0:0005198 Structurablecule Q9M06  Alpha-tubulin 4 (Fragment) 9,00E-13
Structural constituent of
BU671992 GO0:0003735 ribosome Q00508 Ribosomalprotein L41 2,00E-21
Structural constituent of
BU672008 GO0:0003735 ribosome Q9FKCO 60Sribosomalprotein L13a-4 5,00E-39
Structural constituent of
BU672036 GO0:0003735 ribosome Q9M5L1  40S ribosomal protein S16 9,00E-29
Structural constituent of
BU672049 GO0:0003735 ribosome Q9VA87 60Sribosonal protein L21 1,00E-75
Structural constituent of
BU672052 GO0:0003735 ribosome Q8LEQY9 50Sribosonal protein L3 7,00E-24
Structural constituent of
BU672053 G0:0003735 ribosome 065082 60S ribosomal gein L15-2. 4,00E-12
Structural constituent of
BU672107 GO0:0003735 ribosome Q9ZRWS5 Ribosomalprotein S28 2,00E-28
Response to Stress (GO:0006950)
BU671840 G0:0004096  Cabalase P45739  Catalase 1,00E-95
BU671889 G0:0030145 Mangandsiading 04899  Germin-like protein 3 2,00E-35
Immediate
BU671909 GO0:0016068 hypersensitivity response Q93YX9 Lipid transfer protein 1,00E-37
BU671910 G0:0016068 Immediate HR response Q9M6B8  Lipid transfer protein 2,00E-15
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Numero de Identificacién Numero de
acceso GO Definicion funcion GO acceso BLASTX hit E value
Response to Stress (GO:0006950)
Response to  biotic Pathogenesis-related protein R
BU671955 G0:0009607 stimulus P13046 major form 3,00E-34
BU672016 G0:0004867 Serine protease inhibitorQ8LNYO  Protease inhibitor 2 2,00E-13
Cysteine protease
BU672055 G0:0004869 inhibitor Q9MBO08  Multicystatin. 2,00E-12
Photosynthesis (GO:0015979)Chloroplast (GO:0009507)
Photosynthesis light
BU671783 GO0:0009765 harvesting Q9M320 Lhca2 protein. 7,00E-22
Chlorophyll A-B binding protein
CP24 10A, chloroplast precursor
BU671790 G0:0009507  Chloroplast P27524(CAB- 10A) (LHCP). 7E-48
Photosynthesis light Type | (26 kD) CP29
BU671791 GO0:0009765 harvesting Q00321 polypeptide. 5E-89
Photosystem | reaction
BU671792 GO:0009538 center Q40430 PSI-Hprecursor. 3,00E-21
Precursor of rice 22 kDa protein
BU671793 G0:0009522 Photosystem | Q40716f photosystem Il (PSII-S). 8,00E-63
Photosynthesis light
BU671800 GO:0009765 harvesting Q9SDT2  Chlorophyll a/b-binding protein. 1E-57
Photosystem | reaction center
subunit  psaK, chloroplast
precursor (Photosystem |
BU671810 G0:0009507  Chloroplast Q9SUI5 subunit X) (PSI-K). 6,00E-45
Hypothetical 41.5 kDa protein
in  YCF6-CHLB intergenic
BU671818 G0:0009507 Chloroplast P51277 region (ORF349). 1,00E-33
LHCB4.2 protein (Putative
Photosynthesis light chlorophyll a/b-binding
BU671822 GO0:0009765 harvesting Q9XF88 protein). 4,00E-36
Photosynthesis light Chlorophyll a/b-binding protein
BU671828 GO:0009765 harvesting 024561 CP29 precursor 4,00E-30
Light-harvesting chlorophyll
Photosynthesis light a/b-binding protein  (LHCP)
BU671829 GO:0009765 harvesting Q40247  precursor. 2E-97
Photosynthesis light Homologous early light induced
BU671837 G0:0009765 harvesting Q39939  protein. 1E-20
Oxygen-evolving enhancer
protein 3-2, chloroplast
precursor (OEE3) (16 kDa
subunit of oxygen evolving
system of photosystem 1) (OEC
BU671846 G0:0009507  Chloroplast Q41932 16 kDa subunit). 4,00E-49
Photosystem I 10 kDa
polypeptide, chloroplast
precursor  (Light inducible
BU671877 G0:0009507 Chloroplast P06183 tissue-specific ST-LS1 protein). 3E-45
Photosystem Il core complex
BU671949 GO0:0009507 Chloroplast 049347 proteins psbY, Photosystem |  1,00E-14
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Numero de Identificacién Numero de
acceso GO Definicion funcion GO acceso BLASTXhit E value
Photosynthesis (GO:0015979)Chloroplast (GO:0009507)
Oxygen-evolving enhancer
protein 2, chloroplast
precursor (OEE2) (23 kDa
subunit of oxygen evolving
system of photosystem II)
(OEC 23 kDa subunit) (23
kDa thylakoid membrane
BU671963 G0:0009507  Chloroplast Q9SLQ8protein) (OEC23). 2,00E-22
Photosystem | reaction centre
BU671991 G0:0015979 Photosynthesis P46486subunit 111 1,00E-15
Photosystem | reaction center
subunit Xl chloroplast
BU672044 G0:0015979 Photosynthesis Q41385recursor 1,00E-16
Photosynthesis light Chlorophyll  A-B  binding
BU672054 GO0:0009765 harvesting P12360 protein 6A 7,00E-29
Photosynthesis, dark
BU672058 G0:0019685 reaction Q8w3D9 Putativedehydrogenase 3,00E-27
Photosynthesis light
BU672060 GO:0009765 harvesting Q9M320 Lhca2protein 3,00E-20
Photosystem | ret V,
BU672064 G0:0015979  Photosynthesis Q9S79%hloroplast precursor (PSI- G).  2,00E-21
PSI light-harvesting antenna
Photosynthesis light chlorophyll a/b-binding
BU672068 GO:0009765 harvesting Q9SQL2 protein 9,00E-12
Photosynthesis light PSI type Il chlorophyll a/b-
BU672070 GO0:0009765 harvesting Q9SY97  binding protein. 1,00E-108
Hypothetical 41.5 kDa protein
in YCF6-CHLB intergenic
BU672078 GO0:0009507  Chloroplast P51277 region 1,00E-16
Photosynthesis light Chlorophyll  A-B  binding
BU672081 GO0:0009765 harvesting P27524 protein CP24 10A 9,00E-44
Photosystem | reaction
BU672091 GO0:0009538 centre subunit 11l P46486 photosystem | reaction center 2,00E-42
Photosynthesis light
BU672103 G0O:0009765 harvesting Q9M320 Lhca2protein 1,00E-84
Signal transduction (GO:0007165)
MAP kinase protein
BU671820 G0:0004707 MAP kinase Q9LUC3 (Fragment). 4,00E-31
Intracellular signaling
BU671826 G0:0007242 cascade Q9ZVU6 T5A14.12protein. 4.3e-16
Protein  serine/threonine Serine/threonine protein
BU671951 G0:0004722 phosphatase Q9FSV3 phosphatase 1,00E-25
Development (GO:0007275)
PINHEAD protein (ZWILLE
BU671901 G0:0007275 Development Q9XGW?1 protein 3E-13
Motor (GO:0003774)
Structural constituent of
BU671959 G0:0005200 cytoskeleton Q93XI7 Actin 6,00E-17
Unclassified
Acidic  proline-rich  protein
BU671862 No GO terms were found P04474PRP33 precursor 3,50E-12
BU671939 No GO terms were found Q9ZRD4 ATGP4. 6,10E-09
Conserved hypothetical
BU671891 No GO terms were found Q8CMO04protein. 8,10E-21
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Numero de  Identificacion Ndmero de
acceso GO Definicion funcién GO acceso BLASTX hit E value
Unclassified
Emb|CAB75797.1
BU671830 No GO terms were found Q9FN48(Hypothetical protein). 5.4e-39
F24J5.10 protein (Hypothetical
BU671934 No GO terms were found Q9SX29protein) 5,40E-56
BU671969 No GO terms were found 053022  Fused-ccdB protein 2.1e-05
BU671821 No GO terms were found Q8WA4G5  G5bf protein. 2.7e-65
Genomic DNA, chromosome 5,
BU671847 No GO terms were found Q9FLI7 P1 clone:MI024 2,30E-25
BU671878 No GO terms were found Q94H99  Hypoical 15.0 kDa mtein. 1,70E-05
BU671918 No GO terms were found Q9C5D0 ypidthetical 26.0 kDarotein.  3,70E-05
BU671852 No GO terms were found Q940B4 ypidthetical 49.0 kDarotein. 9.9e-48
BU671871 No GO terms were found Q9SzJ4  Hipptital 77.1 kDa mtein. 3,40E-19
BU671819 No GO terms were found Q&P Hypothetical protein. 4,60E-43
BU671957 No GO terms were found Q8UE Hypothetical protein. 3,90E-14
BU671839 No GO terms were found Q&8 Hypothetical protein. 7,10E-16
BU671914 No GO terms were found Q8LGG2Hypothetical protein. 6,50E-17
BU671799 No GO terms were found Q8CEO9 Hypothetical protein. 0.0085
BU671814 No GO terms were found Q8LDLOHypothetical protein. 1.0e-13
BU671922 No GO terms were found Q8GVZ20J1417_E01.23 protein. 6,20E-07
BU671856 No GO terms were found Q8GTY4 RuBIisCO activase (Fragment). 0.034
BU671859 No GO terms were found Q9ZVL6 T22H22.19 protein 3,90E-46
T24D18.18 protein
(Hypothetical 34.1 kDa
BU671865 No GO terms were found Q9S9M7protein). 3,10E-69
BU671782 Nasimilarity
BU671787 Nasimilarity
BU671788 Nasimilarity
BU671802 Nasimilarity
BU671804 Nasimilarity
BU671816 No similarity
BU671827 Nasimilarity
BU671844 Nasimilarity
BU671854 Nasimilarity
BU671855 Nasimilarity
BU671858 Nasimilarity
BU671861 No similarity
BU671868 Nasimilarity
BU671902 Nasimilarity
BU671905 Nasimilarity
BU671908 Nasimilarity
BU671912 Nasimilarity
BU671916 Nasimilarity
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Ndmero de Identificacion Numero de
acceso GO Definicién funcion GO acceso BLASTX hit E value

Unclassified

BU671919 Nasimilarity
BU671921 Nasimilarity
BU671925 Nasimilarity
BU671927 Nasimilarity
BU671935 No similarity
BU671936 Nasimilarity
BU671937 Nasimilarity
BU671941 Nasimilarity
BU671942 Nasimilarity
BU671945 Nasimilarity
BU671946 Nasimilarity
BU671947 Nasimilarity
BU671948 Nasimilarity
BU671952 Nasimilarity
BU671953 Nasimilarity
BU671954 Nasimilarity
BU671956 Nasimilarity
BU671958 Nasimilarity
BU671961 Nasimilarity
BU671964 Nasimilarity
BU671965 Nasimilarity
BU671966 Nasimilarity
BU671967 No similarity
BU671970 Nasimilarity
BU671971 Nasimilarity
BU671973 Nasimilarity
BU671974 Nasimilarity
BU671978 Nasimilarity
BU671980 Nasimilarity
BU671981 Nasimilarity
BU671982 Nasimilarity
BU671983 Nasimilarity
BU671984 Nasimilarity
BU671985 Nasimilarity
BU671986 Nasimilarity
BU671987 Nasimilarity
BU671988 Nasimilarity
BU671990 Nasimilarity
BU671993 Nasimilarity
BU671994 Nasimilarity
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Ndmero de Identificacion NUmero de
acceso GO Definicién funcion GO acceso BLASTX hit E value

Unclassified

BU671995 Nasimilarity
BU671996 Naimilarity
BU671997 Nasimilarity
BU671998 Nasimilarity
BU672000 Nasimilarity
BU672001 Nasimilarity
BU672002 Nasimilarity
BU672003 Nasimilarity
BU672004 Nasimilarity
BU672007 Nasimilarity
BU672009 Nasimilarity
BU672010 Nasimilarity
BU672011 Nasimilarity
BU672012 Nasimilarity
BU672013 Nasimilarity
BU672014 Nasimilarity
BU672015 Nasimilarity
BU672017 Nasimilarity
BU672018 Nasimilarity
BU672019 Nasimilarity
BU672020 Nasimilarity
BU672022 Nasimilarity
BU672023 Nasimilarity
BU672025 Nasimilarity
BU672026 Nasimilarity
BU672027 Nasimilarity
BU672028 Nasimilarity
BU672030 Nasimilarity
BU672031 Nasimilarity
BU672032 Nasimilarity
BU672034 Nasimilarity
BU672035 Nasimilarity
BU672038 Nasimilarity
BU672039 Nasimilarity
BU672040 Nasimilarity
BU672041 Nasimilarity
BU672043 Nasimilarity
BU672045 Nasimilarity
BU672046 Nasimilarity
BU672047 Nasimilarity
BU672048 Nasimilarity
BU672050 Nasimilarity
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Ndmero de Identificacion NUmero de
acceso GO Definicién funcion GO acceso BLASTX hit E value

Unclassified

BU672051 Nasimilarity
BU672056 Naimilarity
BU672059 Nasimilarity
BU672061 Nasimilarity
BU672062 Nasimilarity
BU672063 Nasimilarity
BU672066 Nasimilarity
BU672067 Nasimilarity
BU672073 Nasimilarity
BU672074 Nasimilarity
BU672075 Nasimilarity
BU672077 Nasimilarity
BU672079 Nasimilarity
BU672080 Nasimilarity
BU672083 Nasimilarity
BU672084 Nasimilarity
BU672087 Nasimilarity
BU672089 Nasimilarity
BU672092 Nasimilarity
BU672093 Nasimilarity
BU672095 Nasimilarity
BU672097 Nasimilarity
BU672098 Nasimilarity
BU672100 Nasimilarity
BU672101 Nasimilarity
BU672104 Nasimilarity
BU672108 Nasimilarity
BU672110 Nasimilarity
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Tabla 9 - ESTs relacionadas con respuesta a estrés biético y/o abiotico
@ Numero de Acceso GenBank otorgados a los ESTs de este trabajo
® Nimero de identificacion e identificacion funcional acorde a la anotaciéon GO
“Numero de acceso GenBank de kecuencia con mayor similitud
dLa busqueda de similitud fue kecha usando el programa BLASTX
La funcién putativa de los ESTs fe asignada acorde al valor mas alto de similitud (“score”) en

GenBank.
AN? GO D Funcionalidad GO ° AN° BLASTX hit* E value
BU671794 G0:0000238 Phosphoethanolamine ND944HO  Putative phosphoethanolamine N2.00E-26
methytransferase methytransferase
BU671801 G0:0004332 Fructose biphosphate aldolas Q9SXX5 Plastidialdolase 2.00E-91
BU671803 G0:0042027 Cyclophilin-type peptidy-prolylQ9M530  Cyclophilin (EC 5.2.1.8) 3.00E-18
cis-trans isomerase (Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase) (PPlase)
BU671805 G0:0008246 Electron transfer flavatpin Q39640 Glycolatoxidase 2E-94
BU671807 G0:0004553 Hydrolase Q9M473  Putative -beta 1,3-glucanase 5.00E-38
BU671832 G0:0003773 Heat shqulotein Q02028 Stromal 70 kDa heat shock-related8.00E-27
protein
BU671840 G0:0004096 Catalase 459739 Catalase 1.00E-95
BU671841 G0:0004332 Fructose biphodptadtinlase P93565 homologous to plastidic aldolases 3.00E-21
BU671845 G0:0000287 Magnesium binding Q93WEMagnesium chelatase subunit 4.00E-36
BU671864 G0:0004332 Fructose-bisphosphate aldolas Q9SXX5  Plastidialdolase 1.00E-54
BU671866 G0:0009058 Biosynthesis Q39049 Magnesium chelatase subunit. 4E-16
BU671867 G0:0030145 Magnesium binding Q943W1  @xygvolving enhancer protein ~ 2.00E-92
BU671886 G0:0004299 Proteasome endopeptidase 023708 Proteasome subunit alpha type 2 2.00E-17
BU671887 G0:0005215 Transporter Q9ZR68  Aquaporin 1 2.00E-84
BU671888 G0:0004553 Hydrolase, hydrolyzing 0-Q9M453  Putative beta-1,3-glucanase. 3.00E-58
glycosyl compounds
BU671889 G0:0030145 Manganese binding 48@99  Germin-like protein 3 2.00E-35
BU671904 G0:0004564 Beta-fructofurancsd 081985 1,2-beta-fructan 1F-2.00E-51
fructosyltransferase
BU671906 G0:0005489 Electron transport 94Q58 Polygalacturonase inhibitor 3.00E-39
protein
BU671909 G0:0016068 Immediate hypersensitivityQ93YX9  Lipid transfer protein 1.00E-37
response
BU671910 G0:0016068 Immediate hypersensitivityQOM6B8  Lipid transfer protein 2.00E-15
response
BU671924 G0:0004197 Cysteine-type endopeptidase @BVW Putative cysteine proteinase 4.00E-42
BU671928 G0:0003755 Peptidyl-prolyl cis-trans Q8L5T1  Peptidylprolyl isomerase 3.00E-18
isomerase (Cyclophilin)
BU671929 G0:0004222 Metalloendopeptidase 02294 Putative zinc protease 1.00E-61
BU671944 G0:0005509 Calcium ion binding 049301  T26J12.7 protein. 7.00E-13
BU671955 G0:0009607 Response to biotic stimulus P13046 Pathogenesieelated protein R 3.00E-34
major form
BU671960 G0:0004766 Spermidine synthase 48658 Spermidine  synthase 1 (EC1.00E-21
2.5.1.16)
BU671972 G0:0008168 Methyltransferase QI9LW67  Ankyrin-like protein 7.00E-33
BU671989 G0:0004601 Peroxidase 064970 tiddéc peroxidase 2 1.00E-40
BU671977 G0:0005489 Electron transporter 004002  Chloroplast drought-induced s6&GE-41
protein of 32kDa
BU672016 G0:0004867 Serine protease inhibitor Q8LNYO Protease inhibitor 2 2.00E-13
BU672055 G0:0004869 Cysteine proteasehitbi Q9MB08  Multicystatin. 2.00E-12
BU672102 G0:0005489 Electron transporter 004002 Chloroplast drought-induced sg@8E-56
protein of 32kDa
BU672106 G0:0004124 Cysteine synthase Y®&  Probable cysteine synthase B9.00E-21

(CSASE B) protein (EC 4.2.99.8).
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IV.1.3. Discusion

En este capitulo se describid la obténcde un banco local de ESTs a partir de
clonotecas de ADNc érganeecificas mediante el uso de la técnica de SSH
(Diatchenko y col, 1996, 1999), lo que mée la facil identificacion de un gen o
una porcidon de un transcriptoma a panie fragmentos representativos de
secuencias de ADNc, asi como la cadeacion del mismo, anotacion en base a
funcién predicha por similitud con pedhas asociadas de funcidén conocida o
secuencias nucleotidicas (a través de los algoritmos BLASTX y BLASTN, Altschul
y col., 1990). La metodologia de SSH pitenreducir la representacion de genes
expresados en muy altos niveles y simult@nente detectar y aislar aquellos genes
menos abundantes mediante su enriguierito y recuperacion, resultando en una
normalizacion d la poblacion de ADNc Hy col. 2003). Dicha técnica, en
combinacién con la de micromatrices ABNc, permite obteer un perfil a gran
escala del transcriptoma en estudio sindaesidad de clonar los ADNc, de manera
preliminar (Shiy col. 2005).

El alto grado de similitud eontrado con otros ESTs deaptas que no pertenecen a

la familia taxondmica de laSompuestas indicé que el alto porcentaje de secuencias
nuevas para girasol reportado en estbajo (Fernandez y col. 2003) no fue debido
a secuencias altamente variables correspondientes a la regién no codificante
presente en el extremo 3’ de ARNm. [Bstesultados indican kta eficiencia de
esta técnica en el aislamiento de traipsas Organo-especificos comparados con
otras colecciones d&DNc previamente reptadas. Endo y coR000 reportaron

gue el 58,5% de las secuencias ESEtadas a partir del botén floral detus
japonicum presentaban similitudoo secuencias depositadas en bases de datos,
mientras que solo el 11,4%e las mismas eran Unicasgalicha fabéea. Otras
publicaciones indican que solo el 12%lds ESTs provenientes de una clonoteca
ecualizada de ADNCc construidgpartir de infbrescencias dArabidopsis thaliana
fueron unigenes (Takemura y col. 1999).teEsimero significativo de secuencias

organo especificas Unicas aislado de hojawydh diferentes estadios de desarrollo
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validé la técnica utilizada posibilitando leonstruccion deotras colecciones
sucesivas de tallo y raiz sustraidas coa dejmodo de evitar kEta redundancia de
secuencias asociadas a fotosintesis.r & lado, el estadio de flor R1 fue
sustraido con R4 con el obj® de identificar la indocion especifica de genes
durante estadios tempranos de desarrolll. alto nivel de redundancia en la
clonotecas de flor R1, ogparado con R4, puede deberse a diferencias en las
estrategias de sustraccion. Mientras lguelonoteca de flor R4 fue sustraida con
una poblacibn de ARNm de otro organo relacionado (ha) permitiendo la
deteccion de transcriptos poco abundantes representados éoja, la clonoteca

de flor R1 fue sustraideon ARNm del mismo 6rgano peen distinto estadio de
desarrollo. Los transcriptos del mismgamo/tejido compartean gran nimero de
ARNmM’s idénticos y, en consecuencian grupo reducido de transcriptos
diferencialmente expresados permaesmi no sustraidos en un estadio de
desarrollo especifico. En el caso de noteca de raiz, el analisis de redundancia
fue tratado de manera cautelosa debideegluefio nimero de moléculas de ADNc
gue permanecieron no sustraidas lueggdsb de hibridaciébnLas clonotecas de
hoja y tallo mostraron niveles mas altae redundancia owparados con la
clonoteca de flor en estadio R4. Esto jp@dfeberse a la alta representacion que
tendrian las secuencias relacionadas corsifotesis. El analisis de especificidad
por érgano entre las secuencias no reduegdasonfirmé que una alta proporcion de
unigenes en cada clonotecarresponde aesuencias detectad Unicamente en
estos tejidos. En las clonotecas de @stadio R4 y tallo, el 93,5% y 98,7% de las
secuencias analizadas fueron Unicas gantaas clonotecas, respectivamente (Tabla
6). Un estudio global que incluyé a tedias clonotecas generadas revelé que el
87,8% de las secuencias no-redundasteexpresan diferencialmente.

Otros estudios anteriores reportaron vaosamilares de genes predichos aislados
de diferentes clonotecas normalizadas de ADNc. Asamizu.,y28812 reportaron

gue el 45% de los ESTs no-redundanteseggdos a partir de diferentes tejidos,
incluyendo los 6rganos aéreos, primordios florales, raices y plantulas crecidas bajo
técnicas de cultivo de tejidos fueron reportados como posibles nuevos genes.

Reddy y col, 2002 reportaron un 28,2% de nugveecuencias no redundantes
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obtenidas a partir de unaoobteca de ADNc generada atpade plantulas de arroz
sometidas a estrés por sequia. Porlatfo, también se observo en este trabajo una
sub-representacion de ESTs con fanc putativa de metabolismo celular
comparado con otras clonotecas A®Nc normalizadas (Ali y col 2002;
Tamborindeguy y col. 2004), lo cual evidéaria aln mas la eficiencia en la
construccién de estas clonotecas erdiEminucién del nimero de transcriptos
abundantes representados de manengalitgria en los diferentes oOrganos
analizados.

El nimero de secuencias depositada&enBank desde el afio 2003 en que fueron
generados y publicados estos resultathasta el presente ha incrementado
significativamente y en partiar para la familia de &aCompuestas (Tabla 7 del
presente capitulo) que incluye actualmente 93.793 secuencias correspondientes al
girasol cultivado de las cuales 33.246 corresponden a unigenes y solo 2.061 estan
anotadas funcionalmente (TR3Gene Indices, http://wwtigr.org/tdb/tgi/hagi). Al

30 de noviembre de 2006, tmmparacion ddéas 318 secuencias no-redundantes
generadas en este trabajo contra las 466.888uencias de Compuestas
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fi@glb=unigene) mostraron que aun 46
(14,4% del total del bancop mostraron similitud signifativa con ESTs de girasol
previamente reportados, mientras qué {28%) tampoco lo hacen con ESTs de
lechuga. Por otro lado, dentro de &6 secuencias (42,7%) que no presentaron
similitud con secuencias en Gene Oody, 90 secuencias (70%) mostraron
similitud significativa a ESTde funcién desconocida, mieas que las remanentes
(32% del total del banco) fueron re@atés en este estodcomo nuevas para
girasol.

En sintesis, la técnica de hibridaciorstsactiva (SSH) permitié la deteccion de
secuencias nuevas para girasol a pairun niumero relatamente pequefio de
secuencias analizadas, a pesar del g@omen de secuencias de esta especie
depositadas hasta el momento en basedaties publicas. De estas secuencias
surgen nuevos genes candidato devesleia (Peluffo y col. 2005) para la

realizacion de un andlisis funcional frente a estreses abidticos (Fernandez y col.
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2005) de compromiso agronémico para el rendimielelogirasol cultivado, segun

se presentara y discutira en el Capifjl&eccion 1V. de este trabajo de tesis.
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CAPITULO 2: DESARROLLO DE UNA PLATAFORMA
BIOINFORMATICA Y BASES DE DATOS PARA EL ANALISIS,
ORDENAMIENTO Y ANOTACI ON DE SECUENCIAS
MOLECULARES

IV.2.1. Edicién, ensamblaje de secuems y deteccion de las redundancias

presentes en las colecciones analizadas

Las secuencias obtenidas fueron cegadas manualmente y usando rutinas
informaticas escritas en VB (Visual Basic) mediante las cuales se detectan regiones
contaminantes del vector por comparacion contra la secuencia completa del mismo
y se eliminan de la secuencia crud®e la misma manera se procesaron las
regiones que contenian un alto nimero de indeterminacionedbaalealidad de
secuencia.

Las secuencias editadas fueron ensambladfin de definir las secuencias Unicas
representadas de las colecciones. El enlsgentbe fragmentos consiste en la union

de fragmentos de secuencia solapaateenidos en un proyecto de secuenciacion.
Esta tarea puede automatizarse en grasidaeempleando sistemas informaticos o
computadoras personales. talidad de la lectura reaqre que cada posicion haya

sido confirmada mediante la lectura darios fragmentos independientes y
solapantes con orientaciones en amisestidos de lecta; ensamblados vy
ordenados correctamente. Ademas esigwemmprobar que los fragmentos leidos
realmente corresponden a la s&wtia que esta siendo estdh, y no al vector o al

sitio de union multiple de los oligonucledtis empleados en el experimento, ni a
contaminantes externos.

Todo ello puede facilitarse con la utd@dn de aplicaciones informaticas que
realicen de forma @aomatica la mayoria de las taraapetitivas en el proceso de
lectura, verificacion y ensamblado de fregntos. En este trabajo, la redundancia

fue analizada por medio de los sisterdasagrupamiento que funcionaban bajo
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version alfa de Biopipeline®. El analigi@sterior de las secuencias consenso se
realizo utilizando el programa CAP3 (Hup 1991) estableciendo como parametro

del analisis un valor de 2fases y 85% de la secuemcbmo solapamiento minimo.

IV.2.2. Anotaciéon de secuencias

Para la anotacion de las secuencias se instaldo en un servidor local el programa
BLAST (BLAST “Stand-Alone”, Altschul y col., 1997) pa comparacion de
secuencias. La disponibilidad de esteviser para realizaralineamientos de
secuencias andnimas contas secuencias depositadas en base de datos publicos
evita la tarea de realizar las misnmsquedas en linea utilizando las plataformas
gue ofrecen los servidores publicos MEBI, EBI, DDBJ entre otros centros de
reposicion de secuencias biologicaka instalacion del servidor BLAST Stand-
Alone se realiz6 en un servidor Linux (IBM)se habilitaron los servicios de red
requeridos para ejecutar estas aplicacialeszle otros terminales conectados a la
red interna del Instituto de BiotecnolagiAsimismo, se realizaron todos los
cambios necesarios para la adecuaciétasipantallas acorde a las necesidades de
los usuarios como el agregado de enlgmas facilitar los accesos y el manejo
dentro de las pantallas, asi coagregado de pantallas adicionales.

Para el alineamiento y anotacién de secw@snse instalaron en el servidor local las
siguientes bases de datos de nucledtidosteras: indice de Genes de TIGR para
Arabidopsis (AGI); Girasol (HaGl), Lechuga (LsGl); Arroz (OsGl) y Tomate
(LeGl). La base de datos NéRk GenBank y la base diatos de vectores Univec
también de Genbank. Lasdas de proteinas SwissProtembl del EBI; base de
proteinas deéArabidopsis thalianay arroz del MIP y las bases de datos Uniprot,
Uniprotsw, Uniprot-tr y Unirefl00 de la organizacién “Universal Protein

Resource”.
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Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias nucleotidicas, proteicas y
de ESTs disponibles en bases de slgidblicas (GenBank, PIR, GenPept, etc.)
utilizando programas basados en el algwitBLAST (Altschul y col. 1990). En

base al grado de similitud entre secuens@asignd una funcién génica probable a
cada EST analizado. Postenente, dichas secuencifaeron anotadas usando el
paquete Goblet acorde a las normas @ehsorcio de Ontologia Génica (GO)
(Ashburner y col. 2000). Por otro ladambién se realizaron comparaciones entre

los ESTs obtenidos y las secuencias ei$pas de ESTs publicas depositadas en
bases de datos de lechuga irasol (TIGR Gene Index,

http://www.tigr.org/tdb/tgi/hagi).

IV.2.3. Disefio, creacion y mantenimiento de una base de datos

Las secuencias obtenidas a partir de &steajo se almacenaron, clasificaron y
ordenaron en una base datos generada con plograma MS Access 2000
(Microsoft Office Profesiorla2000®). Este programa pmitié incorporar rutinas

de programacién en Visual Basic facilitaraki la sistematizacion personalizada de
tareas predeterminadas,daneracion de macros pdrasquedas, la conversion del
total de los ESTs a formakASTA y la importacion de los resultados de busquedas
en bases de datos publicas, entre otras.

En la Figura 16 se muestra la estructurdadease de datos generada, sus campos y

la interrelacion entre ellos.
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Microsoft Access
frchivo  Edicidn  Yer Relaciones  Herramientas  Wentana ¢
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lone_Whao_Entered
Clone_‘When_Entered
Seq_When_Notified
Clone_\When_Modified
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Clone_InsertSize
Clone_motif
Comments_general
Elast_results
Sequence
Sequence (reverse)
=1 [Homalogy_I0
Sequencer _ID
Function_ID
Group_ID

Function,

| Function_ID
| Function

a SU20 " 05zam

Figura 16: Estructura de la base de datos

La base de datos consta déablas, segun puede versel@ifigura previa, a saber:
BLAST, Function, Groups, Hoology, Operators, Sequengetbl_sunflower EST.
Estas tablas se encuentran integraddee esi de manera quiaterrelacionan la
informacion cargada en cada una dlase posibilitando lasonsultas multiples

segun sea la informacion que se desea obtener.

101



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla BLAST contiene unserie de rutinas escritas en Visual Basic mediante las
cuales se importan los resultados eviidos en el uso del programa BLAST
propiamente dicho. Este programa realiza un alineamiento local para el cual las
secuencias deben ser ingresadas en forfRAGTA. A su vezlas bases de datos

que BLAST consulta para los alineantmsn se identifican por medio de unos

identificadores FASTA segun se detalla en la Tabla 10:

Nombre de la base de datos Sintaxis del identificador
GenBank gb|accession|locus
EMBL Data Library emb|accession|locus
DDBJ, DNA Database of Japan dbjlaccession|locus
NBRF PIR pir||entry
Protein Researchdandation prf||name
SWISS-PROT splaccession|entgme
Brookhaven Protein Data Bank pdblentry|chain
Patents pat|country|number
Genlinfo Backbone Id bbs|number
General database identifter gnl|database|identifier
NCBI Reference Sequence reflaccession|locus
Local Sequence identifier Icl|identifier
& gnl permite a las bases de datos no incluidas estas listas usar el mismo caracter identificadof.
Como requisito excluyente, la combinacién dessegundo y tercer campo deberian ser Gnicos.

Tabla 10: Manual de NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/
bv.fcgi?rid=handbook.table.632

El uso de estos identificadores fue tenien cuenta al momento de disefiar las
rutinas mencionadas, ya gde otra manera no hubieraaiposible la carga exitosa

de los mismos dada la variabdidl de sintaxis entre ellos.
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Por otro lado, en la Figura 17 puede obsmerda apariencia de un registro cargado
a esta base de datos a maldoplanilla, y toda la inforacion de interés para el
analisis posterior del mismo registraén campos de Iglanilla mencionada,

utilizando los campos detallaglen la figura anterior.

a) Formulario de alta de EST

(Introduccién)

b) Formulario de alta de EST

(Blast results)

¢) Formulario de grupos de

EST. Dentro de cada grupo se

encuentran las secuencias np-

redundantes (contigs de la

misma secuencia que
representan transcriptos

Unicos).

Figura 17: Registro de base de datos generado para el banco local de ESTs
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Una vez generada esta base de datos, se planted la necesidad de migrar a una
estructura de tipo relacionahas compatiblean formatos estandar de uso general
no soélo en el area de bioinformatica stambién a nivel de protocolos TCP/IP.
Para ello se utiliz6 el mielo ACeDB, creado paramhcenar las secuencias del

organismoC. elegans Http://www.acedb.ord/ la cual administra datos biolégicos

(y de una manera crecienttatos no biolégicos) de umaanera flexible. Para el
almacenamiento de datos en una ptatah ACeDB se conmzd a explorar el
esquema de datos de una base equivalenteeste caso la desarrollada para el
almacenamiento de datos biologicos lds iniciativas gendicas en gramineas
“GrainGenes” littp://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shymy sobre esta base se

armo un nuevo esquenaalecuado para el almacenantdb de datos biolégicos en
girasol. Para ello se instal6 ACe®otor de la base) (http://www.acedb.org), se
exportaron los datos contenidos enblase de datos ACCESS a archivos con
formato del nuevo motor. A partir deslauales se los adapté a un nuevo formato
compatible para ser importados al nuevguesna creado en ACeDB. Finalmente
se configurd la interfaz ACeDB para abadministrar y hacer consultas en la base
de datos desde la Web (Figura 18).

3 AceDB Text Search - Microsoft Internet Explorer |:J@][‘g]
o

Archivo  Edicion  Ver  Faworitos  Herramientas  Awuda ',

" = & = = =
@ Alrds = =) |£| igl [ I\J 7 ) Bsqueda T:\_\) Favoritos @ Multimedia Q“‘I £ " e [@ % _'I
>

Direccidn |a§ http:ffinkall}acefcgi-bin/searches textsunflower VI d I Vincilos >
~

Text Search Class Browser Aceds Queny
Home | Blast:
AceDB Text Search
Type in text or keywords to search for. The ® and ? wildcard characters are allowed.
Search text: EF127 Search

& Fast search ¢ In-depth search

2 objects contain the keywords "EF127"

1 Groups: GEF12T
2 Sequence: EF127

€

@ ‘-J Intranet local

Figura 18: Base de datos de girasol bajo motor ACeDb en el servidor INTA01
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Del mismo modo que lo descripto antemente, se adaptaron e hicieron los
cambios necesarios de las pantallas paegorar la visualizacion y facilitar el
trabajo en las mismas y se implemeontarenlaces para transferir informacion
automaticamente a BLAST vy realizar alineamientos de secuencias consultadas en

GrainGenes, reduciendo la posibilidadedeores al copiar las secuencias.

IV.2.4. Disefio, creacion y mantenimientode una plataforma de analisis

bioinformético (BioPipeline®)

BioPipeline® es un software til para ebpesamiento de datos bioinformaticos, el
cual, mediante una interfaz grafica, p#emal usuario definir estructuras de
procesamiento (“pipelets”) con gran fiexidad. Estas estructuras fueron armadas
mediante interconexion de objetos o bloques configurables que reciben la
informacion, la procesan y generan rgsultado que luego es procesado en el
blogue siguiente de la cadena.

BioPipeline® provee la capacidad deneotarse a servidores BLAST (tanto de
NCBI como Standalone Servers). Has Figuras 19 y 20se muestran los
componentes principales de BioPipeline®uwesquema de inte@én. El software

se ejecuta desde una PC Cliente y ldsslae intercambian en formato XML.

/

Cliert Seryer

AL

Biiofe pServer OztaBase
Desktop

Figura 19: Componentes de Biopipeline®
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Hexthemm
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A ) f +  wproperty sets Status?fariant)
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A +  wpropery gets Status)) : Wariant Conditional
Clazz_Initialize() * wpreperty lets Column(Long) +  Run(String, Integer : Strin
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+  ltem{Wariant) : Fipelet +  wpropery lets indextlong)
+  Remowe(integen) +  wproperty gets index): Long
+  getPipeletExecutionStatelintegen : Integar
1 +  wproperty gets relatedPipelet) : WVariant
+  wproperty lets relatedPipelet’ariant)
FastaToX ML BlastClass
1 . e
+  Run(String, Integen : Strinp *  Run(Sting, Integen): Strin
Dictionary
m_CDictionan: Collection
Class_Initializer)
- Class_terminatel)
+  AddiDictionandtem): Dictionandter
+  aproperty gets Count(): Long
+  tem(ariant): Dictionandtem
+  Remowellnteger)

Figura 20: Interaccion entre componentes de Biopipeline®

Los resultados finales pueden ser vis@alas usando distintas interfaces de

presentacion de los datos, como puede verse en la Figura 21.
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Blast T Parameters ] EEE

r Sequence

gagtgwivypplagnlahagasvdlaitsihlagyssilgainfittin

r Elast Results

anatinus] j
Sp| Q36452 [COX1 ORNAN CYTOCHRCOME C CXIDASE POLYPEPTIDE I
pir| |C58888 cytochrome-c oxidase (EC 1.9.3.1) chain I - duckbill platypus

mitochondrion
ekl | CALES457. 1] (X83427) eytochrowe o oxidase subunit 1 [Ornithorhyhehus anatinus)

Length = 513 -

Joore = 102 bits (254), Expect = Se-22
Identities = 50/50 (100%), Positiwes = 50/50 (100%)
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Length = 513

Joore = 102 bits (254), Expect = Se-22 _lj
| B

q
|blastp j Inr j

Figura 21: Ejemplo de interfaz de visualizacion de Biopipeline®

Se procesaron las 3otlotecas correspondientes a lagtidios estadios utilizando el
programa BLAST2 para hallar coexpresida ESTs, mediante una secuencia de
rutinas (“pipeline”) conectada a un servidor BLAST2 Standalone. En la Figura 22
observamos dichas rutinas enlazadas, a phetlas cuales se iger6é el proceso de

analisis en Biopipeline®.
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Figura 22: Rutinas enlazadas de Biopipeline®

Utilizando el objeto visor de solapamiest@overlap viewer”: Figura 23), pudieron

detectarse las secueasiredundantes en las clonotecas bajo andlisis.
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OWERLAP WIEWER

Figura 23: Visor de solapamientos de GenDesk®
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IV.2.5. Instalacion y puesta en funcionamiento del servidor INTA 01

Una vez desarrollado Biopipeline®, surgitniecesidad de contar con la plataforma
en nuestra instituciéon que a su vez contenga las bases de datos de disponibilidad
publica vinculadas al analisis gendmicagpoder ejecutar BAST de manera local
(standalor).

Para ello se instal6 y se puso en funcioieamto en un servidor local (INTA 01) las
herramientas Phred/Phrap para edicibnsdeuencias. Este paquete esta siendo
usado para editar las secuencias cpoedientes a los marcadores de tipo SSR y
elaborar los registros en el formato requeg@ra su depdsito das bases de datos
moleculares de acceso publico.

Se instalo y se esta evaluando el funcioeso de una plataforma de analisis de
EST desarrollada por el Centro Na@brde Investigaciones Gendémicas, USA
(NCGR) denominada XGI (http://www.ncgrgdourwork) que enlaza procesos de
edicién, anotacion y almacenamiento de sacias de manera automatica. Este
sistema permite el analisis de secuas@ traves de busquedas usando BLAST e
InterProScan, la anotacion segun Géhetology (GO), la busqueda de péptido
sefial usando PexFinder. La informacidiotenida a partir deeste proceso es
almacenada en una base de datos y accesible desde la Web a través de un buscador
estdndar. Esta plataform@ermite la intercomunacién entre bases de datos
facilitando el andlisis integrado de imfleacién disponible para los sistemas en
estudio con el objetivo final de identificauevos genes para contribuir a un control
eficiente de los patdégenos o bien al meyuemto de los cultivosomerciales. Por
otra parte esta plataformarpete mantener actualizado ahélisis periddico de los
datos disponibles, al mismo tiempo queili@cla distribuciénde la informacion a
través de una interfase Web en consfiut. En la Figura 24 se observan la
pantalla de bienvenida del servidgrlos programas actualmente cargados en
INTAO1, conjuntamente con las basede datos desarrolladas para el

almacenamiento de las secaes del presente trabajo.
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3 :: INTAOY Local Server :: - Microsoft Internet Explorer
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Figura 24: Pantalla de biervenida de servidor INTAO1
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IV.2.6. Discusion

Las bases de datos de secuencias coyetitla base de todas las herramientas
bioinforméticas usadas en andlisis de setaen Si bien existe un gran nimero de
iniciativas que ha producido una im@orte cantidad de bas de datos mas o
menos especializados con distintos tidesdatos cuya enumeracion resultaria larga
y compleja, vale la pena aclarar que ¢tentros de referencia en relacion con la
generacion de datos e integracidon dases moleculares son el NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), el EBI (tp://www.ebi.ac.uk) y el DDBJ (DNA
Database of Japan: http://www.ddbj.nig.ac.jfeste ultimo fue utilizado como un
servidor de consulta creciena lo largo de este trabajo, no solo por su interfaz de
integracion con otros sedores sino también por Iposibilidad de analizar
secuencias en bases de datos no presern otros espejos del GenBank. Un
ejemplo de esto es la base de dddéd (DDBJ aminoacid sequence database,
http://www.ddbj.nig.ac.jp/ddbjnew/nl17/news-j.html, que contiene todas Ilas
secuencias nucleotidicas traducidas ddes periédicamenigartir de DDBJ mas
sus actualizaciones, con algunas diferencig8rsel resto de los portales. El uso de
DDBJ fue ampliamente utilizaden este trabajo para w@las secuencias que no
presentaban similitud en lasdes de datos tradicionalagriori, y luego validadas

con los demas portales una vez quealtdsalizaciones eran llevadas a cabo.

Con respecto a BioPipeline®, su uso dstno aumentar la eficiencia y exactitud
del andlisis de secuencias a gran lasdeevados a cabo previamente de manera
manual, ya sea mediante el uso dgoatmos de alineamiento locales entre
secuencias o] utilizando el paguete BioEdit  (Tom Hall,
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htmBntre otros. EIl analisis manual de
secuencias arrojo un total de 329 secumnensambladas (contigs), mientras que el
valor final de BioPipeline® fue de 31&aiencias. Sumadoesto, el tiempo de
analisis fue lento y exhaustivo, ya quendado la compara@n de cada secuencia

en forma individual con las restantes dehdmade ESTs y el posterior analisis del
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alineamiento, discriminando aquellasn valor de puntaje mayor a 8€cre en

bits, segun BLAST), entr0 y 80 y menor a 80.

Segun Dopazo y Valencia (200as herramientas bioinforaticas mas usadas en el
contexto del andlisis de secuenciasugeh los métodos de busqueda de secuencias
similares (mediantéos algoritmos BLAST y FASTA)el alineamiento mditiple
(CLUSTAL), la definicion de regiones conservadas con posible significado
funcional o el uso de estasgiones para definir familiade genes o proteinas y los
métodos filogenéticos para reconstruis leelaciones entre las secuencias. Sin
embargo, todas estas herramt@és estan disefiadas parabajar con una o pocas
secuencias y el procedimiento clasico paber mas sobre una secuencia consisten,
basicamente, en buscar informacidn sobreegildases de datos. El nuevo desafio
del analisis de datos gendmicos imple@apacidad de majae mucha informacion

de caracter difuso. Esto entrafa résolucion de dos problemas principales:
clasificar en grupos todos los datos y averigagrosteriori,que informacion tiene

en comun los miembros de cada grupo qugedistingue entre si. Acorde con este
supuesto, hemos identificado las secuergigssconforman grupaantre si a través

de un ensamblado como el primer acerieamto a su clasificacion en grupos,
diferenciando aquellas que conforman untigpa secuencia ensamblada de las que
no.

Una vez obtenidas las secu&s, clasificadas en grupgscaracterizadas segun su
funcionalidad hipotética, se las almaceed una base de datos. Si bien la
organizacion por campos fue gencilla aplicacion y desaitto y generd un acceso

a la informacién de ampligmsibilidades, resultdé complefa incorporacion de los
datos de similitud segun BLAST da tabla BLAS Search (veil.1.3.) de la base

de datos. Una de las causas de estautidid fue dada por laxistencia de los
identificadores FASTA (Tabla 10) quewmneran a cada secuencia con un formato
diferencial, lo cual generaba conflicem las rutinas de mlacenamiento de los
archivos con extension .fas o .txt. Es plio que Fedorovg col. 2002 mencionan
como principal ventaja de los analisis de E8iTsilico la manera rapida y efectiva

en que pueden ser analizadastmero alto de secuencias.
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La metodologia aplicada en este trabajo implicara la puesta en comdn de equipos e
informacion para relevamiento ddatos e informacion bioldgica disponible
actualmente (ESTs, GSS, SNPs, nuctla#j proteinas, mddalitos, cartografia
genética, etc.) lo que permitira definir eintenido especifico das bases de datos

a implementar en el futuro, utilizando commodelo las desarrolladas a lo largo de
esta Tesis. En este sentido se dis@fiae implementaran prototipos de bases
tomando como referencia estandarede codigo abierto aceptados
internacionalmente y se investigaran reosrg herramientas de visualizacion de la
informacion (Generis Software ComponefaisModel OrganisnDatabases, Gmod,

http://www.gmod.orl}y Asimismo los datos seran incorporados utilizando el

vocabulario controlado sobre estandaBene Ontology (GO) u Open Ontology
Consortium (OBO).

No obstante, para que todo este proyemtga una pronta puesta funcionamiento

y desarrollo acorde adesupuestos planteados, se @aonecesaria la concientizacion
en el reconocimiento de la bioinfortid como una disciplina autdnoma y
necesaria dentro de los proyectos ded#@wg técnica, fundamentalmente en el area

de la gendmica aplicadarakjoramiento de los cultivos.
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CAPITULO 3: ESTUDIOS DE EXPRESION DE GENES CANDIDATO
FRENTE A ESTRESES ABIOTICOS

IV.3.1. Tecnologia del chip de ADN

Las micromatrices de ADN constituyen uda las tecnologias disponibles mas
usadas para el analisis funcional del gea@ gran escala. Existen dos tecnologias
basicas para la produccia@® micromatrices de ADNyna de ellas utiliza como
sustrato moléculas de ADNc y la otaigonucledtidos sintéticos, segun fue
descripto en la secciéon 1.10. (Introducciénp partir de cualquiera de ellas se
produce una matriz de expresiones génicg® tratamiento estiéstico es comuin a
cualquier plataforma y ddliael caracter general dedanstrumentos de analisis.

Las mayores limitaciones en la utilizacida estas tecnologias giran alrededor del
analisis de datos. AUn cuando és Ultimos afios se han hecho muchas
contribuciones en este campo, no exisswluciones ampliamente aceptadas y
experimentos comparativos dentro y enlataformas revetala variabilidad
inherente a estas tecnologias tanto alrieereplicas técnicas como bioldgicas,
haciéndose cada vez mas eviddatdificultad del andlis e interpretacion de sus

resultados (Michiels y col., 2005).

IV.3.2. Micromatrices de ADN

a) Confiabilidad de las repeticiones

Un analisis preliminar de la diferencen la expresion géca de algunos genes

mostré que la repeticién 3 del grupo derios correspondientes al tratamiento
“control” se comportaba de manera atipi&in embargo concluir sobre el caracter
atipico de una repeticidon en un experimesun tres repeticiones por tratamiento es

dificil. Para evaluar cuan disimilos las repeticiones bioldgicas de este
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experimento se c¢wsiderd el problema desde aunperspectiva multivariada
ordenando las repeticiones&mplano de ordenacion geado mediante analisis de
componentes principales aplicado a la matriz de expresiones génicas. Esta
aproximacion tiene en cuenta la inforngecde todos los genes simultaneamente
para ubicar en el plano a las repeticiongsrepresentacion de las repeticiones en
los planos definidos por los componenpescipales 1,2, 1,3 2,3 se muestran en

las Figuras 25a,b y c respectivame. La proporcion deariabilidad total retenida

por estos tres ejes es del 86%. En eglasos es facil obsear que la repeticion
namero tres del tratamiento “control” sdeja de las otras repeticiones a una
distancia considerablememeayor que la distancia quepara las repeticiones de

los otros tratamientos entre si.
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Teniendo en cuenta la observacion antefarepeticion 3 del tratamiento control
fue eliminada del andlisis subsiguiente.

Para poner a todos los gemgsuna escala ogparable, la expresion de cada gen en
cada repeticién se dividié por una edoion de la desviacién estandar comun
dentro de tratamientos. Esta estimaciomasponde a la raiz adrada del cuadrado

medio residual del analisis deMarianza univariado de cada gen.

b) Analisis exploratorio de los perfiles de expresion génica

Utilizando el algoritmok-centroidesde clasificacion no supervisada se agruparon
genes segun sus perfiles de expresidi. perfil de expresion de cada gen se
constituy6 por su expresion a través daliatntas repeticiones de los tratamientos
comparados. El algoritmk-centroidesdemandé la especificion del nimero de
grupos que se esperaba detectar. Etpetexto de esta aplicacion, implicaba el
previo conocimiento de cuantos grupofeintes de expresion génica podia haber
presentes. Pero es justamente estgu® no se sabe y se quiere establecer. Una
forma de establecer el mé&ro de grupos de expresi@énica es corriendo el
algoritmo de losk-centroidespara diferente nimerale grupos y evaluar la
heterogeneidad dentro dles conglomerados que serfman. La relacion entre esa
medida de heterogeneidaginimero de conglomeradpsopuestos se grafica para
obtener un curva como la qage muestra en la Figura 2Ba l6gica para establecer
el nimero de conglomerad@ptimo” es la siguiente: la heterogeneidad dentro de
conglomerados usualmente disminuye coael nimero deonglomerados, entre
los que pueden distribuirse las obs@ienes, es mayor. Sin embargo, una vez
alcanzado el numero “natural” de conglomerado, dividir lagrwbsiones en un
namero mayor de grupos sghoduce una declinacion ate de la heterogeneidad
ya que, desde un punto desta tedrico, lo que se edtaciendo es agrupando por
similitud de los errores experimentalgse se suponen de mucha menor magnitud
gue las diferencias estructurales que séatr de identificar. Luego el numero

optimo de conglomerados es el numero cdeglomerados a partir del cual se
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observa una reduccion apreciable de la tesalisminucion de la heterogeneidad
dentro de conglomerados. En el case qus ocupa se considera que 3 es el
namero optimo de conglomelas, aunque la decadencialdéneterogeneidad sigue
una curva bastante suave.

15000+
128004
10600+

84004

6200

Heterogeneidad dentro de grupo

4000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
conglomerados

Figura 26: Curva que representa la relacion entre el nimero de oglomerados producidos por el

algoritmo de los k-centroides y una medida deeterogeneidad comun detro de conglomerados.

Teniendo en cuenta el resultado anteserjdentificaron los gees pertenecientes a
cada uno de los tres grupgsnerados por el algoritniecentroides Las bandas de
confianza al 95% para perfienedios de cada grupo geesentan en la Figura 26.
La Tabla 11 presenta, paradeauno de los tres grupos genes identificados por el
algoritmo de losk-centroides el nimero de genes parupo y la media, la
desviacién estandar, el minimo y el ximo de la expresion génica en cada
tratamiento.

Como puede observarse, los gruposntdicados correspondieron a patrones de
expresion génica bien diferenciado&l Grupo 2, integradgor 126 genes (ver
Tabla 12 para una enumeracién de los genesste y los otros grupos), no presento
variacion en sus niveles medios a tradéslos tratamientos. Contrariamente al
Grupo 2, el Grupo 1 (integrado por 112 gegas se sobre-expresan respecto del
control cuando las plantas ssometidas a estrés ya sea oo o por incremento de
la salinidad en el medio de cultivo) pees$d sobre-expresion respecto del control

para todos los tratamientos evaluadoBe manera analoga, los 49 genes que
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conformaron el Grup8, presentaron una sub-expresiéapecto del control en los
mismos tratamientos. Tanto en el Grdpaomo en el Grupo 2, la diferencia de
expresion génica con respecto al cdnfiee maxima cuandcse considero el

tratamiento por frio.

5.00-

o
o
P

-1.004

Expresién génica

-4.004

-7.00

T T T T T T T T
Ctrll Ctrl2 Friol Frio2 Frio3 Sall Sal2 Sal3
a) [] Grupol [ Grupo2 [] Grupo3

10+

Expresion génica

-18

Ll T 1 1 1 T T T
Ctrll Ctrl2 Friol Frio2 Frio3 Sall Sal2 Sal3

E] Grupo 1 - Grupo 2 |:| Grupo 3
b)

Figura 27: Bandas del confianza al 95% (a) y bandade prediccién al 95%(b) para cada uno de tres

grupos de genes agrupados por el algoritmio-centroidesde clasificacion no supervisada aplicado a la
matriz de expresiones génicas (CH1 y CH2 corresponderias repeticiones bioldgicas del control, FH1
FH2 y FH3 las repeticiones del tratamiento con friy SH1, SH2 y SH3 las aoespondientes repeticiones|

del tratamiento salino).
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Grupo Genes Tratamiento Media D.E. Min Max

Control 0,0354 0,0811 -0,3010  0,2450
1 112  Estrés por frio 03243 0,1934 -0,1197  0,8707
Estréssalino 0,2260 0,1755 -0,0420  0,8300
Control -0,0139 0,0821 -0,3965  0,1350
2 126  Estrés por frio .0,1015 0,1728 -0,6850  0,3220
Estréssalino  .0,0564 10,1722 -0,6123  0,4130
Control -0,0298 0,0664 -0,3145  0,0610
3 49  Estrés por frio 04297 02408 -0,9063 -0,0193

Estréssalino 02838 02349 -0,8700 0,3957

Tabla 11: Estadisticos resumen de lexpresion génica bajo distintos tratamientos en tres grupos d

[17]

genes identificados mediante el algoritmk-centroidesaplicado a la matriz de expresiones génicag

Observando la Figura 27 vemos que exigienes con expresion diferencial entre
tratamientos. Las listas de genes incluidos en los Grupos 1, 2 y 3 problablemente
incluyeron falsos positivos como falsos negativos. Si bien el procedimiento de los
k-centroidesha producido un agrupaemto que hace que los genes asignados a los
Grupo 1 y 3 tengan una probabilidad yma de ser verdaderos positivos y
contrariamente los asignadas Grupo 2 de ser verdader negativos, es posible
algun grado de confusion, como lo sugida variabilidad de los perfiles de
respuesta dentro de cada uno de egjropos (Figura 27, bandas de prediccion).
Por otra parte la diferencia entre contydratamientos parecger de tal magnitud

gue el algoritmo de clasificacion de lo£entroidesstuviera captando los patrones

de aquellos genes que sepamincipalmente a los tratientos (frio y salinidad)

del control y no distingue los geneque podrian estar expresandose
diferencialmente entre los tratamientosessintes. En consecuencia, los genes que
diferencian los tratamientos de estpgExirian quedar ocultos ya sea por que son
pocos y/o porque su expresion diferehaia tiene la magnitud necesaria para ser

detectada. Una aproximacion clasica abbpema de la expresion diferencial es
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probar, gen a gen, la igualdad de medase tratamientos. Estas pruebas se
modifican, en el contexto del analisis digtos de micromatricepara controlar la
tasa de falsos positivogalse discovery raje Sin embargo esta correccion se
asocia con altas tasas de falsos negatifs. tal motivo, en esta aplicacién, se ha
intentado otra aproximacién basada en téenica multivariada de ordenacion
conjugada con una aproximacion clasicapdeeba de hipétesis (Fernandez y col.
2006).
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
EF127 F358 F514 H388 EF121 F226 F552 H448 T340 EF432 H]136
EF202 F362 F526 H406| EF136 F228 F568 R141  T348 EF466 HRO7
EF264 F363 F528 H417| EF161 F232 F569 R163  T349 EF502 HPO9
EF457 F373 F537 H459 EF167 F234 F588 R184  T362 EF624 HB02
F172 F376 F542 R116| EF189 F268 F596 T107 T369 F122 H304
F176 F377 F547 T108| EF201 F284 H101 T111 T37( F126 H311
F180 F379 F554 T110| EF208 F304 H108 T117 T375 F137 H322
F181 F413 F557 T120| EF269 F332 H109 T145 T383 F168 H354
F191 F421 F560 T124| EF274 F333 H112 T147 T387 F171 H378
F202 F426 F561 T128| EF280 F334 H115 T149 T394 F175 H385
F205 F431 F563 T150| EF283 F342 H120 T166 T406 F183 H387
F206 F432 F564 T155| EF316 F343 H121 T182 T415 F209 H393
F211 F440 F572 T174| EF332 F356 H122 T205 T435 F210 H404
F219 F446 F576 T176| EF343 F365 H127 T206 T452 F218 T154
F220 F447 F583 T187| EF421 F369 H133 T213 F221 T2p1
F237 F449 F587 T189| EF449 F407 H137 T223 F231 T234
F244 F453 F593 T196| EF474 F409 H139 T233 F372 T2B3
F258 F455 H128 T218| EF606 F412 H210 T240 F401 T2[7
F259 F458 H132 T243| EF652 F425 H217 T254 F443 T289
F279 F461 H154 T266| EF653 F452 H221 T256 F543 T3D2
F287 F467 H205 T282| F173 F457 H312 T269 F549 T450
F295 F482 H308 T283| F192 F468 H316 T272 F550
F305 F484 H315 T307| F201 F469 H317 T275 H110
F314 F486 H329 T360| F203 F470 H402 T303 H111
F319 F489 H337 T368| F208 F483 H426 T313 H117
F336 F491 H360 T423| F212 F493 H432 T318 H123
F340 F494 H368 T464| F215 F530 H433 T333 H124
F341 F496 H379 T479| F225 F531 H440 T338 H125
Tabla 12: Lista de los 287 genes analizados por micromatrices y su clasificacion diferencial en
grupos
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c) ldentificacion de genes candidato - Asi& de componentes principales (ACP)

c.2) Generacion de grafico bi-plot por ACP

Una forma alternativa de abordar ldentificacion de genes con expresion
diferencial es buscar espacios de represgntan los que la ubicacion de los genes

y su relacion con los tratamientos permiten inferir el sentido e intensidad de sus
asociaciones. Para ello, se utilizébglot generado por la representacion de los
genes en el plano generado por los primegjes de un analisis de componentes
principales de una matriz cuyas filascggrespondieron con genes y sus columnas
con las expresiones génicas en los distitretamientos (control, frio y salinidad).

En esta aplicacion del andlisis de componentes principales, los objetos que se
quieren ordenar son los genes y los atribstwslas expresione® un mismo gen a
través de los tratamientos y supeticiones. Luego, los puntos, enbgblot que
aparecieron conectados al centro de&kmo, correspondem los pares (X,y)
conformados por los coeficientes cors Ique las repeticiones de los distintos
tratamientos contribuyé a los componengesicipales. EIl grafico resultante se
muestra en la Figura 28. Los segmentosedt&a que representan las repeticiones de
los distintos tratamientos tienen direccion y longitud. Como puede observarse las
repeticiones de un mismo tratemto se orientan en el mismo sentido y con similar
longitud. Este resultado es esperable y icowf la identidad de los tratamientos.
Luego podemos identificar una direccion adrtratamiento de frio, otra con el de
salinidad y otra al tratamiento contréiquellos genes ubicados en la direccion
“apuntada” por las repeticiones del tratamto con frio son aquellos que se sobre-
expresan en esta condicion. De mangrmailar los genes que se ubican en la
direccion de salinidad son los que s®bre-expresan en esa condicidn.
Contrariamente los genes que ubican en las direcciones opuestas son los que se sub-
expresan en el tratamientorrespondiente. Aunque la escah la que se graficaron

las repeticiones de los tratamientos fuateaba y fue elegida d&al manera que se

pudieran visualizar adecuadamente en el espacio de representacion de los “genes”,
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las longitudes relativas de sus segmentosiisdicativas del peso que tienen en la
expresion diferencial de los genes. mBnrepresentacion de la Figura 28, los
controles presentaron segmentos contpaiaente cortos, indicando que no tenian
peso en la ordenacién y por lo tanto que habia genes que se sobre- o sub-
expresaran en esta condicién. Este redolfae consistente con el hecho de que un
pool de plantas control (CH) éuutilizado como referencie todas las repeticiones.

El eje principal 1 que retuvo el 76% deviriabilidad total del espacio multivariado
original, ordeno los genes segun si @tamiento estresaniadujo (derecha) o
reprimio (izquierda) su expresion resped& control. El e¢ 2 que retuvo el 17%

de la variabilidad original estaba asociadn la diferenciacion entre el tratamiento
salino y frio. Luego en el cuadrante | de la Figura 28 estan los genes que se sobre-
expresaban en el tratamiento salinidad, los del cuadrante Il son los que sobre-
expresaban en tratamiento frio, eladwante Ill tiene los genes que se sub-
expresaban en tratamiento salinidad ylfitente los del cuadrante IV son los genes
sub-expresados en el tratamiento frio.

Con el fin de buscar genes con expresioérrelifeial se calculd la distancia al origen

del plano de ordenacion para los puntos rgpeesentan a los genes. Esta distancia
debid estar asociada al gradtdiferenciacion de la expiés de los genes. Cuanto

mas alejados del centro mas sobre- o exyiresados deberian estar los genes en
alguan tratamiento. De esta manera, aquellmsados en la periferia de la nube de
puntos deberian ser losmgs mas prometedores.

Para combinar esta aproxgion, basada en la order@atide genes por ACP, y el
criterio clasico de prueba de hipétesis para igualdad de medias se consideran solo
aquellos genes que para laigha clasica de analisis de la varianza tuvieran un p-
valor menor o igual a 0,05 y glestuvieran a un distandial origen en la Figura

28, mayor que 9 (correspondiente, agmamdamente al percentii 70 de la
distribucion de distancias al origen). Estierio de corte se selecciono teniendo en
cuenta que el gen T110, que habia gdeviamente validado experimentalmente
(ver lll.4. del presente capitulo) sellaba aproximadamente en esa posicion
(percentil 72). Este procedimiento tuvorpabjeto controlar la tasa de falsos

positivos y de falsos negativos, eligiendentro de un conjunto relativamente
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amplio de genes (consi@edo que mas del 50% tienp+valores menores a 0,05)
aquellos que de acuerdo a su ubicacion gataelo de ordenacion dado por los dos
primeros componentes princlpa se ubicaban en la peritede la nube de puntos
representando la totalidad de los geeesluados. Los genes seleccionados como
candidatos se presentan en la Tabla Jkifaitados segin suncion obtenida por

homologia con bases de datos publicas.
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Figura 28: Bi-plot que muestra genes cop-valor para un test F menor que 0,05 y con una distancia

al origen mayor que el percentilo 70 de la distazia al origen de la distribucion (circulos rellenos)

Teniendo en cuenta los grupos de genestiticados por analisis exploratorio y
cuya estadistica basica se describe dratda 11, los genes listados en la Tabla 14,
representan el 38% (42/112) de los gese®l Grupo 1, 4% (5/126) de los genes
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del Grupo 2 y el 70% (34/3%e los genes en el Gu@B. Del total de genes
seleccionados 52% corresponden al Grupo 1, 6% al Grupo 2y 42% al Grupo 3. En
cuanto a las frecuencias absolutas porrwgé#or en estadio R1 concentro el 6,3%

de los genes mas diferencialmente exgies, flor en estadi R4 concentré el

51,8%, hoja el 23,5% vy tallel 24,7% (Tabla 13).

3 Numero de genes mas diferencialmentédorcentaje sobre el total
Organo
expresados %
EF 5 6,3
F 37 51,9
H 18 23,5
T 20 24,7
Total 80 100,00

Tabla 13 Frecuencias absolutas de represemian por érgano en el nimero de genes

mas diferencialmente expresado

c.1) Obtencion de conglomerados

Una vez identificados un ofunto de genes candidags importante reconocer
aquellos grupos de genes que presentan eddeexpresion diferencial. De esta
manera, y una vez obtenidaos grupos de genes candmlaexisten herramientas
Utiles para agrupar los gendentro de un nimero dade conglomerados. Un
punto clave en el analisis de conglomerag®s$a estimacion del nUmero de grupos
de genes con patrones diferentes dpresion. Para este proposito, se aplico
nuevamente el algoritmk-centroidede manera seiencial segun lo descripto en

IV.3.2.b)(Figura 26), obteniéndose la Figura 29.
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Heterogeneidad dentro de grupos
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Figura 29: Curva que representa la relacion entre el nimero de nglomerados producidos por el

algoritmo de los k-centroides y una medida deeterogeneidad comumentro de conglomerados

Siguiendo idéntico criterio para la selg@m del nimero de grupos aplicado en

IV.3.2 b) (Figura 26) se identificaron 3 mglomerados dentro de los 80 genes

candidato. La caracterizacion de los misrhasrealizada a través de un grafico de

cajas (box-plot) entre las riégas bioldgicas (Figura 30).
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151

:% 8 :J ' R S |
S I
g o I i u

.13

-20 T T T T T T T T
Ctrll Ctrl2 CH1 CH2 CH3 SH1 SH2 SH3

Oc: [Oe Hcs |

Figura 30: Bandas del confianza al 95% para cadano de los 3 grupos dgenes determinados por e

algoritmo k-centroidesde clasificacidon no supervisada aplicado a la matriz de expresiones génicds
(CH1 y CH2 corresponden a las repeticiones biolégas del control, FH1, FF2 y FH3 las repeticiones
dei tratamiento con frio y SH1,SH2 y SH3 ias correspondientes repieiones del tratamiento salino.

C1: conglomerado 1C2: conglomerado 2; C3conglomerado 3)

De este andlisis surgieron los siguiergegpos de genes agrupados de la siguente
manera: el conglomerado tpnformado por 34 genesub-regulados en frio y
salinidad, el conglomerdo 2, integrado A6rgenes sobre-regdlas en salinidad y
el conglomerado 3, con 36 genes queuyel aquellos sobregalados tanto en
salinidad como en frio. La Tabla 15 et dichos genes agados por anotacion

funcional GO mostrando swniveles de expresion.
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Conglomerado 1

Conglomerado 2

Conglomerado 3

EF432
EF502
EF624
F230
F216
F137
F175
F209
F210
F231

F401 H136 T234
F443 H209 T253
F543 H302 T289
F549 H304 T340
F550 H322
H110 H354
H111 H385
H123 H387
H124 H411
H125 T221

F171
F192
F202
H329
H368
T107
T111
T322

T187

T464

EF127 F426 F557 T155
EF264 F455 F561 T243
F176 F467 F572 T283
F577 F482 F593 T307
F295 F489 H360 T368
F305 F491 H406
F319 F494 T129
F340 F496 T411
F373 F514 T120
F379 F554 T124

Tabla 14 — Lista de 80 genes selccionados a través del algoritkacentroideen tres

conglomerados

o NUmero de Nunero de
EST Clasificacion Acceso Producto génico acceso del gen Frio Salinidad
¢ GenBank candidato
Metabolismo general/Fotosintesis Niv el de expresion

F175 G0:0009522 BU671793 photosystem Il  22-K chlorophylBAA12337.1 SuB J NC
binding protein — rice

H136 G0:0005489 BU672102 004002_SOLTU  CDSP32  protei@04002 suB | NC
(Chloroplast Drought-induced Stress
Protein of 32kDa) general metabolisms

H124 G0:0009765 BU672070 Q9SY97_ARATH PSI type IlIAAD25555.1 suB | SuB J
chlorophyll a/b-binding protein

H125 GO0:0009765 BU672060 (AL132962) Lhca2 protein [ArabidopsiS8AB71077.1 SuUB J SuUB J
thaliana]

H302 G0:0009507 BU672078 Magnesium-protoporphyrin DQIM591 SuB J SUB N
monomethyl este

G0:0009538 BUG672091 SAF_FLATR PHOTOSYSTEM 1AAA33344.1 SuUB J SuUB J

REACTION CENTRE SUBUNIT Il
PRECURSOR (LIGHT-HARVESTING
COMPLEX | 17 KD PROTEIN) (PSI-
F) (Flaveria trinerva)

H385 BU672090 fructose-1,6-bisphosphatase [PisurB305145 suB | SUB J

G0:0042132 sativum]

T129 G0:0009765 BU671800 Q9SDT2_DAUCA Chlorophyll a/bAAF20948.1 SOBRE 1 SOBRE 1
binding protein.

T340 G0:0004356 BU671843 004961_HELAN ChloroplastidAN84537.1 NC SuUB J
glutamine synthetase (EC 6.3.1.2)
(Fragment) general metabolism

T411 G0:0004332 BU671801 Q9SXX5_NICPA Plastidic aldolasBAA77603.1 SOBRE 1 SOBRE %

general metabolism
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o Numero de Ndnero de
EST Clasificacion Acceso Producto génico acceso del gen Frio Salinidad
o GenBank candidato
Mecanismos de traduccion
F230 G0:0003735 BU671926 Lycopersicon esculentum ribosonmaAA45863.1 NC SuUB
protein L2 protein
F467 G0:0003735 BU672008 Arabidopsis thaliana 60S ribosomBAB09429.1 SOBRE 1 NC
protein L13a protein
F455 Q5I7K2_WHEAT Ribosomal protein  Q5I7K2 SOBRE 1 SOBRE
S7
F550 NoGO BU672017 Translation initiation factor BO04 21842314 SOBRE | SOBRE
annotation [Helianthus annuds
F577 G0:0003723 BU671923 RS4_SOLTU 40S RIBOSOMAIAAC24585.1 SOBRE 1 SOBRE
PROTEIN S4(potato)
T111 G0:0003746 BU671873 Solanum lycopersicoelongation factor CAA37212.1 NC SOBRE
1-alpha protein
Sin similitud
H110 NoGO BU672056 SOBRE | SOBRE
annotation Sin similitud en base de datos
Mecanismos de transcripcion
F305 G0:0003677 BU671940 41 kD chloroplast nucleoid DNAR4430421 SOBRE 1 SOBRE
binding protein (CND41) [Nicotiana
sylvestris]
F561 BU672034  Zinc finger family protein (Fragment) ~ Q5ULY2 SOBRE 1 NC
T187 GO0:0003677 BU671817 MBD4; DNA binding [Arabidopsis15229373 NC 1 SOBRE
thaliana]
T464 G0:0006118 BU671860 Single-stranded DNA binding\BD28355.1 NC SOBRE
[Medicago truncatula
Transduccién de senales
EF127 G0:0003925 BU671885 ADP-ribosylation factor 1. Q7F270_ORYSOBRE 1 SOBRE
A
T234 NoGO BU671830 Extracellular Ca sensing receptoQ9FN48 SUB J SUB
annotation (Arabidosis thaliana)
Conformacion de proteinas/interacciones
Arabidopsis  thaliana multicatalytic CAA73619.1 SOBRE 1 SOBRE
EF264 G0:0004299 BUG671886 endopeptidase protein
F231 G0:0003755 BU671928 Q7XY71_9ROSI CyclophilinQ7XY71 SuB NC
(Fragment)
F443 GO0:0003743 BU671999 Copper  chaperone [Lycopersic80039180 suB SUB
esculentum]

T124 GO0:0005524 BU671806 QB8LKP8_SAUME Heat shock protein Q8LKP8 SOBRE SOBRE
T289 GO0:0004374 BU671835 Flaveria pringlei P-protein of th€AA85353.1 SUB N SUB
glycine cleavage system protein

Transporte
G0:0016068 Gossypium  hirsutum lipid transfer AAF35184.1 1
EF502 BU671910 protein precursor protein transport SOBRE SuUB
H360 BU672086 ATP synthase beta suburitefianthus CAB65035.1 SOBRE 1 SOBRE
G0:0003936 annuu$
F557 BU672042 ARATH  A_IGO02NO01.16 protein AAL07192.1 SOBRE 1 SOBRE
G0:0005488 (Putative carrier protein)
Metabolismo secundario
H123 BU672069 myo-inositol-1-phosphate synthase (EGAA84084.1 SuUB J SUB

GO0:0004512

5.5.1.4) - common ice plant
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o Numero de Ndnero de
EST Clasificacion Acceso Producto génico acceso del gen Frio Salinidad
o GenBank candidato
Metabolismo secundario
H322 BU672083 Q43469 _HELAN Delta-8 sphingolipidQ9ZRP7 SsuB J suB
desaturase
T322 BU671815 Glycine max geranylgeranyl AAD28640.1 NC SOBRE 1
G0:0004497 hydrogenase protein.
Mecanismos de estrés oxidativo
H354 BU672105 NADH-plastoquinone  oxidoreductaseCAB67220.1 suB | SUB J
subunit 4 [Oenothera elata subsp.
G0:0008137 hookeri]
BU671805 Q84LB8_ZANAE Glycolate oxidase Q84LB8 SOBRE 1T SOBRE 1
(EC 1.1.3.15) (EC 1.1.3.1) ROS
T120 G0:0008246 machinery
T155 BU671812 Putative thioredoxin reductase38174811 SOBRE 1 NC
G0:0005489 [Hordeum vulgare subsp. vulgare]
T221 BU671825 catalytic/  hydrolase Afabidopsis NP_849507.1 SuB | SUB I
G0:0004301 thaliangl ROS machinery
T243 GO0:0003773 BU671832 HSP7S_PEA Stromal 70 kDa he@02028 SOBRE * NC
shock-related protein, chloroplast
precursor
T307 G0:0004096 BU671838 Helianthus annuus catalase protein AAA6G9866 SOBRE SOBRE %
T368 BU671846 PSBQ2_ARATH Oxygen-evolving Q41932 SOBRE 1 SOBRE 1%
enhancer protein  3-2, chloroplast
G0:0009507 precursor (OEE3) (16
No clasificadas
EF432 BU672101 suB | suB |
EF624 BU671912 SUB { SuB {
F137 BU671986 NC SuUB |
F171 BU671987 suB | SOBRE 1
F176 BU671919 SOBRE T SOBRE 1
F192 BU671924 NC SOBRE 1
F202 BU671945 Q9SLO5_ARATH Expressed proteirQ9SL05 suB | SOBRE 1
(At2g05620/T20G20.3)
F209 BU671949 SUB | NC
F210 BU671950 SUB \ NC
F216 BU671927 NC SuUB {
F295 BU671931 SOBRE 1 NC
F319 BU671961 SOBRE 1 NC
F340 BU671965 SOBRE 1 SOBRE 1
F373 BU671980 SOBRE 1 NC
F379 BU671983 SOBRE 1T SOBRE
F401 BU671988 suB I suB |
F406 BU671788 SOBRE 1 SOBRE 1
F426 BU672039 SOBRE 1 SOBRE 1
F482 BU672013 SOBRE 1 SOBRE 1
F489 BUG672016 SOBRE 1 SOBRE 1?1
F491 BU672017 SOBRE 1T SOBRE 1
F494 BU672019 SOBRE 1 SOBRE 1?1
F496 BU672020 SOBRE 1 SOBRE 1
F514 BU672110 SOBRE 1 SOBRE 1
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Namero de Nunero de
EST Clasificacion Acceso Producto génico acceso del gen Frio Salinidad
o GenBank candidato
No clasificadas
F543 BU672026 similar to unknown protein [ArabidopsisBAB02703.1 suB | SuUB J
thaliana]

F549 BU672028 SUB { SuUB {
F554 BU672032 SOBRE 1 SOBRE 1
F572 BU672046 SOBRE 1T SOBRE
F593 BU672051 SOBRE 1 NC

H111 BU671789 SuUB I NC

H209 BU672074 NC sus |
H304 BU672079 NC SuB 1
H329 BU672084 NC SOBRE 1
H368 BUG672087 SOBRE T SOBRE 1
H387 BU672092 SuUB | SuB |
T107 BU671799 SUB !l SOBRE 1
T253 BU671868 SuUB I SuB I
T283 BU671875 0s03g0651000 [Oryza sativa (japonicd15454377 SOBRE 1 NC

G0:0016740 cultivar-group)]
T479 BU671862 SOBRE 1 SOBRE 1

Tabla 15: Lista de los 80 genes mas importantes en la separacion de tratamientos, de acuerdo a su
p-valor en la prueba de comparacion de medias p@nalisis de la varianza y su ubicacion en la
region periférica del plano de ordenacidn generadpor los dos primeros ejes principales de un

ACP de la matriz de expresion génica escaladgen a gen por la desviacion estandar residual del

andlisis de la varianza. SOBRE: sobre-expresion; SUB: sub-expresion; NC: sin cambio

IV.3.3. Perfiles de expresion por gen candidato

Para cada uno de los 80 genes selecdmm@omo genes candidato se graficé el
perfil de expresion segun su comportartoean cada tratanméo (Di Rienzo J.,
Comunicacion Personal). (Figura 29). nitaén se construyo6 el grafico de colores
(“heatmap) asociado a ese patrén diferencialrdedo de analizagualitativamente

el gradiente diferencial por tratamient@gr gen (Figura 30)De estos resultados
surgieron genes candidato de interés pamnalisis de expresidtiferencial, de los
cuales diez fueron seleccionados para validar mediante la técnica de PCR
cuantitativa (QRT-PCR) y/morthern blof segun se detalla en 111.3. Entre ellos
figuran los siguientes unigenes de la coleccion: EF127, EF264, EF502, H360, F171,
F455, F550, F446, T110 y T340Estos genes candidapwesentan un perfil de
expresion diferencial y variable segun tostamientos, como puede verse en las

Figuras 31 y 32. En estas figuras podemosmias otra manera de presentar la
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Figura 31: Perfil de expresion de los 80 genes candidato
C1 = control hoja 1, C2 = control h¢a 2, F1=frio hoja 1, F2 = frio hoja 2, F3 = frio hoja 3, S1:
salinidad hoja 1, S2 = salinidad hoja 2, S3 = salinidad hoja 3
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Figura 32: Grafico de conglomerados de los 80 genes candidato
C1 = control hoja 1, C2 = control h¢a 2, F1=frio hoja 1, F2 = frio hoja 2, F3 = frio hoja 3, S1:
salinidad hoja 1, S2 = salinidad hoja 2, S3 = salinidad hoja 3
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IV.3.4. Validacion por técnicas de PCR cuantitativa (QRT-PCR)

La PCR cuantitativa es, basicamente, un& RGnvencional en lgue los equipos
de amplificacion (termocicladores) llevarcamporados un sisteande deteccion de
fluorescencia (fluorimetro), basandose té&cnologia en la utilizacion de unas
moléculas especificas denominadas fluoréforos e interfereptesdhers Ambos
factores permiten monitoream tiempo real, lo que est& ocurriendo dentro de cada
tubo en cada ciclo de amplificacionssituyendo a los pasage amplificacion,
electroforesis y analisis de imamgde una PCR tradicional.

Los factores que afectan a la PCRmlitativa (QRT-PCR) son, entre otros:

e optimizacion del protocolo de reaccionrgpanaximizar su eficiencia. Hay que
tener en cuenta que unagpefia diferencia en laieencia de reaccion por
ciclo, puede originar una substancial dkfecia en la cantidad final de producto;
por ejemplo, si una reaccién es tan soio 90% tan eficiente como otra, la
relacion de producto final entre ambasa@ones después de 40 ciclos sera
alrededor de 65a 1

e evitar un niamero excesivo de&los de amplificaciéon

e un adecuado procesamiento de las massue asegure la eliminacion de los

inhibidores que pueden disminuirdéiciencia de amplificacion

El pardmetro fundamental @ama PCR cuantitativa y en funcién del cual se van a
realizar todos los calculos analiticos y efition de resultadogs el denominado
Ciclo Umbral Threshold cycl® Ct), que se define como@tlo a partir del cual la
fluorescencia es estadisticamente digaiiva por encima del ruido de fondo

(background.

IV.3.4.1) Validaciones de clones por RCuantiva (PCR en tiempo real)

Se validaron por PCR cuantitativa los ESTs EF127 (BU671885), EF264
(BU671886), F171 (BU671987), F37@U671983), F443 (BU671999), F455
(BU672004) y H360 (BU672086jue mostraron un perfilontrastante segun las
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Figuras 29 y 30. Como paso previo a la utilizacién de ellos como templado, se
probaron diluciones seriadas al décimdateclones conteniendo los fragmentos de
ADNc que actuaron como sustrato de odames de PCR. Las reacciones de
amplificacion para las muestras elegidasron amplificadas por duplicado asi
como también para el gamdoégeno de actina utilizadorso control de expresion
basal. Los controles negativqee se incluyeron fueroeacciones sin templado de
ADNCc para cada par de oligonucleotidessayado, incluyendo actina de girasol
(AN: AAF82805. Asimismo se incluyeron los controles negativos de sintesis de
ADNCc, es decir, utilizando ARN comt¢emplado para descartar producto de
amplificacion por ADN renanente en la extraccion de ARN total.

Ademas, se hizo una titulacién de Idgonucleétidos en una concentracion final

de 100, 200 y 300 nM para evaluar las diasncurvas de amplificacion, siendo la
concentracion de 100 nM final la de megdiciencia para estos oligonucleoétidos.

La cuantificacion de los cambios relativos en la expresion génica se realizo

utilizando el método 24T

segun lo descripto pdiivak y Schmittgen (2001).

En la Figura 33 podemos observar paléEST F171 la sobre y sub-regulaciéon
respecto del control para los dos tratantiserde estrés abidtico en un grafico de
reporte normalizado de fluorescencia (Fn)funcion del ciclo, validando de esta

manera experimentalmente el perfiladgresion representado en la Figura 31.

IV.3.5. Envio de datos de micromatrices ana base de datos de reposicion publica

Los datos de micromatrices de ADNc genesaglo este trabajo fueron enviados a la
base publica de reposicion GEO (@ereExpression Omnibus) del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), encontidose prontos su liberacion con fecha
25 de marzo de 2007 (Fernandezoy. 2006, GEO NCBI GPL: 4366).

137



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

EST F171

——FH
—=—SH
—&—CH

Rn

Ciclo

Figura 34: Grafico de radio normalizado en funcién del ciclo para el gen candidato F171
FH = frio hoja 1, CH = control hoja, SH = salinidad hoja

IV.3.6. Validacion por técnica de Northern Blot

En paralelo al andlisis de PCR cuantitatise,realizaron ensayale Northern Blot
para validar algunos genes candidato.

Se validé el gen candidato T110, corresfiente a una aldolasa de localizacion
plastidica tipo | (proteina AldP dHlicotiana sp), la cual se sobreexpresa en
condiciones de salinidad, @& fue publicado por Yamadacol, 2000 como la
primera demostracion de un estrés abiGéisociado a una proteina de este tipo.

En la Figura 34 a) se muestra el geladmrosa tefiido con BrEt que se usoé para
transferir a membrana deylon y realizar el NortherBlot representado en la
Figura 34 b). En el caso de hoja se olmetas bandas de ARN de cloroplastos.
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a)| CH SH| CR | SR CT ST b)| CH SHl CR | SR CT ST

Figura 34: Gel de agarosa 1,5% y Northern Blot de ®ARNs de diferentes 6rganos de plantas de girasp
sometidas a diferentes estreses abidticos (frio y salinidad).
CH: control hoja, SH: salinidad hoja, CR: control raiz, SR: salinidad raiz, CT: control tallo, ST:

salinidad tallo

IV.3.7. Discusion

La informacion obtenida a partir del anéigle las micromatrices de cDNA fue de
valiosa utilidad no sélo para detectar iptes genes candidato sino también para
estudiar y analizar el perfil de expresionales a través de los diferentes estreses
abidticos en estudio en este trabajo desleBin particular, es interesante remarcar

que dada la estrategia wtdida en el disefio de los aji@s de ADNc a partir de

ESTs de clonotecas organo-especificos diferenciales, un alto porcentaje de los genes
analizados (27,8%) presentaron niveles de transcriptos modificados
significativamente en condicies de estrés respecto a otros trabajos que analizan
micromatrices que representan ADNc déecciones no diferemales (Seki y col.

2002).

Analizando los resultadgsrecedentes correspondientesesta informacioén y sus
gréficos aclaratorios, se observa dies niveles de expresion de los genes
analizados presentaron una tendencia atirg/ definida que permite clasificarlos

en dos grandes grupos: aquellos que maeton su nivel de expresion estable y
aquellos que modificaron suvel de expresion en presea de un estrés abibtico,
siendoa priori, dificil separar los genes asociadosespuestas a estrés por frio de
aquellos asociados a respuestas a estrés por salinidad. Esto es consistente con lo

publicado por Zhu J.K., 2001b, donde se nmm& que algunas de las respuestas
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inducidas por estrés salino estan intimameekacionadas al estrés por sequia y por
frio, siendo el estudio de los mecanisnalestolerancia a saldad, por lo tanto,
necesarios para entender los mecanismos de tolerancia cruzada frente a otros
estreses abidticos. Tanto el estrés por segaiinidad o bajas temperaturas reducen

la disponibilidad de agua para las célulasgque genera una disminucion en el
potencial agua. Las plantas reacciom@n una serie de respuestas a esta
disminucion del potencial agua que incluyen la acumulacion de solutos y la
modificacion de componentes de largmh celular entre otros para evitar
deshidratacion, sintesis de proteinastgmtoras e induccidon de mecanismos de
tolerancia a deshidratacion ocasionada por cualquiera de los tres estreses
mencionados, evitando o reparando eficd&elular ocacionado (Verslues y col
2006). La activacion de estas respagstequiere de un compleja red de
sefalizacion y transduccion defales algunas de ellagrames a varios estreses y
otras especificas de un tipo de estrépamicular como aquellas asociadas con las
secuencias DREB/CBF (Chinnusamy y @003; Zhu, 2001). Las plantas en el
campo no se encuentran sometidas a untgmae estrés sino a una suma de ellos
(bidticos y abidticos) lo qugenera respuestas de tipomplejas (Agarwal y col.
2006; Fujita y col. 2006).

En el presente trabajo se desarroll6 un primer trabajo de analisis exploratorio
utilizando el algoritmadk-centroidesde clasificacion no supervisada que permitio
determinar la existencia dees grandes grupos dengs conformados por aquellos
gue no modificaron su expresion respedel control (CH) (Grupo 2: 126 genes),
aquellos que se sobre-egparon respecto del controllando las plantas fueron
sometidas a estrés por frio (FH) o salinida#l) (Grupo 1: 112 genes) y el resto de
los genes formado por aquellos que seeylresaron respecto del control cuando
fueron sometidos a estrés gad o SH (Grupo 3: 49 geneskEste primer analisis
exploratorio de los datamediante biplot, donde cadgn fue representado por un
vector del grafico con diferente direéoi de acuerdo al tniento de estrés
abidtico aplicado, permitié abrir el grarugo de genes asociado a estreses abidtico,
detectandose respuestas especificas da gen frente a cadeatamiento. A partir

de aqui, y mediante el analisis de congruas principales (ACP) se logré detectar
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el numero final de genes candidato quespntaban cambios frente a estos estreses
ambientales (Figura 30). Esta metodadodge analisis fue aplicada con éxito al
analisis de otros trabajos de micronwds de ADNc como el reportado por Hewezi

y col 2006. Con toda esta informaciénesaluaron los perfiles de expresion por
gen candidato en funciéte su funcion hipotéticaredicha por analisig silico
obteniendo un analisis funcioraieliminar. Como se infiera partir de este detalle
de analisis de mayor escala (grandaggs) a menor (gen) podemos concluir que
existen muchas herramientas de gran utiligach la interpreta@n y asistencia en

el andlisis de micromatricesJna de las mas comunmenitdizadas es el grafico de
conglomerados, presentado en la Figura 3@,a&l consiste de pequefias celdas a las
cuales se les asigna un aotpue representa el nivellativo de expresion (Allison y
col. 2006). Estos graficoeomuinmente denominadobk€atmap’ surgen de un
analisis de conglomerados entre las muestias genes. Freemtemente, las filas
representan niveles de expresion similanentras que las columnas indican las
diferentes muestras biologicas. Si bieteefpo de graficos es facil de analizar
visualmente, carece de exactitud debido a la subjetividad visual en la escala de
colores. Es por ello que en la adtdad se tienden a usar los grafichgdtmaps

en asociacion con los graficos de pesfiletrinsecos por gen (Lemaire-Chamley y
col. 2005), ambos presentadss las Figuras 31y 32 di.1.2. En este trabajo en
particular fue de mayor utilidagl analisis de genes pperfil funcional, ya que una
vez detectados los perfiles de expresionagen, se pudo detectar un gradiente en
el nivel de sobre/sub-expresion y asoa@ada gen candidto a una clase funcional
con potencial implicancia en los mecanisti@orespuestas a estreses abidticos segun

trabajos previos descriptos para distintas especies.

IV.3.7.1. Diferencias entre frio y salinidad

Las diferencias entre el control y los tratamtos es tan amplia que mediante el uso
del algoritmok-centroidesolo es possible detector aquellos genes inducidos por

ambos tratamientos de aquslidetectados en las plantas sin tratar, siendo alin mas
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desafiante detectar espigmamente genes sub o solegpresados en frio y en
salinidad. A pesar que los mecanismosclenatacion a bajas temperaturas es aun
poco conocido en girasol, estudios recisrgagirieron que las plantas de girasol no
generan mecanismos de aclimatacion defjerminadas condiciones experimentales
(Hewezi y col. 2006). Si bien la técnida micromatrices petite la comparacion
de un gran numero de genes que sedadw reprimen bajo ciertas condiciones
ambientales, se debe ser sauto y minucioso en la im@retacion y analisis de los
resultados obtenidos. Por ejemplo, el estrés salino produce una rapida caida en la
tasa de fotosintesis en minutos (Kamkasy col.,, 2001). No obstante, esto no
significa que los genes involucrados enmaquinaria fotosintética estén regulados
per sepor dicho tratamiento. Reymond y c2D00 analizaron la expresion de 150
genes en respuesta a heridas, inoculamidnpatdégenos y se@uy concluyeron que

la mayoria de los genes inducidos pgwrida se encontraban también sobre-
regulados por sequia, por lo que esgEnes se encontrarian primeramente
inducidos por sequia que por un dano mecanhio obstante, eélosaje de estrés y

el tiempo de exposicién al smo son factores de inter@sener en cuenta (Xiong y
Zhu, 2002).

IV.3.7.2. Andlisis de expresion ploncionalidad hipotética asociada

La Tabla 14 resume el perfil de los 8(hge candidato identificados en respuesta a
frio y salinidad por funciori@ad hipotética de acuerdo con el criterio de mejor
puntaje por similitud de secuencia utilizando el algoritmo BLAST (Altschul y col.
1990) y anotados bajo terminologia GO (&é&ntology) (Ashburner y col. 1990).
Dentro de estos genes, 48 fueron sobr sub-regulados bajo ambos estreses
reportandose mecanismos de regulacidnwwes en respuestafrio y salinidad, 17
genes fueron especificamentsobre-regulados mieayr que 12 fueron sub-
regulados en un estrés y no en el ofd® manera interesante 36 genes (43,7%) de
los genes candidatos se reportaron coracclasificadas por no tener similitud a

ninguna secuencia/gen publicdettado en bases de datos
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a) Metabolismo general/Fotosintesis

Existen reportados en la literatura variattadajos de diferentes senales inducidas
por estreses abioticos tales como frio, s#did y sequia que afectan el metabolismo
general de las plantas (Hasegawa y 20000; Chen y coR002; Hewezi y col
2006b; Sahi y col 2006; Dhanaraj y col. 2006) y como expresion primera de éste, el
proceso fotosintético. En esta seccidel trabajo reportamos tres genes con
comportamiento diferencial: el primero dkos sobre-regulado bajo ambos estreses
(ESTs T411, BU671801, similar a una akkd de localizacion plastidica), el
segundo (T340, BU671843, similar a una glutersintasa cloroplastica) fue sub-
regulado bajo estrés por frio, mientras gutercero (H136) no presenté cambios en
su nivel de expresién bajo frio pero feugb-regulado bajo estrés salino. Los genes
asociados a aldolasas plastidicasaci&@rizados en plantas de généfizotiana
fueron agrupados en dos famili#dddP1 y AldP2. Yamada y ¢02000 reportaron
por primera vez que AldP2 era sobre-regalad estrés salino, mientras que AldP1
se reprimia ante dicha condicion amhéén Ademas, y demanera tipica, los
caminos metabdlicos que\ien a la fijacion de COy captura de luz se encuentran
reprimidos bajo estrés abidtico, aunqug le&idencia de sobre-expresion de una
glutamina sintasa para mejorar la tofena a salinidad en plantas (Hoshidaol
2000). Por otro lado, el EST H136 YB72102°) fue sub-gulado para ambos
estreses.

La exposicion a bajas temperatures emlgioacion con altos nikes de irradiancia
causa una rapida inhibicion en de la fotosintesis en un amplio rango de plantas que
incluyen al tomate, zapallo y maiz. Algurdes estos elementos que contribuyen a
la inhibicion fueron idetificados por Martino-Catt ¥tt, 1992. EI dano producido
se encuentra bien documentado (Keely £886; Percival y dol987) mientras que
para especies moderadamesg@sibles tales como el maeria la principal causa
de la abrupta caida en la tasa fotedioh. No obstante, en las plantas mas
sensibles al frio comtomate, la reduccion en lata@cion de las bifosfatasas de
estroma parece ser el factiominante que limita lasimilacién de carbono en estas

condiciones (Sassenrath yi.¢cd991). Por otro lado, lasjaa temperaturas durante
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la noche pueden causar severaducciones en la fijacion de G@Qurante edia

luego del estrés por frio. Es asi que tmoha esta informacio podemos explicar

por qué los genes que codifican prodsctsociados a metabolismo general se
encontraban sub-regulados bajo frio y salinidad en este analisis, siendo los mas
afectados entre ellos las proteinas fotésicas, las proteinas de pegado a clorofila,

la enzima Rubisco y las proteias asocsadda captura de 2u De acuerdo con
Hewezi y cd 2006, y dada la caracteristickel girasol de ser una planta
medianamente toleranteestrés por frio (Kratsck col. 2000), se sugiere que la
caida en el metabolismo general y fotosintético es uno de los procesos celulares
asociados a la baja de temperaturas & @smpuesta, ademas que la exposicion
por cortos periodos de espes tolerantes y sensibles al frio resulta en una
disminucién de la fotosintesis y una selgulacion de los genes asociados a dicho
proceso (Martino-Catt y Ott, 1992; Krepy Simon, 1997). En contraposicion,
cuando las hojas dérabidopsisy otras plantas herbaceas tolerantes al frio
desarrollan a una temperature de crecimiele 5 °C, mostran una recuperacion
marcada en la actividad fotosintética. girasol demostramague este proceso no

se encuentra solo sub-regulado bajo condiciones de frio sino también bajo estrés
salino. El EST H385 (BU672090), simlaruna fructose-1,6 biffatasa, enzima

clave asociada al ciclo de reduccion deboao por fotosintesis y extremdadamente
sensible al perdxido de hidrégeno gew® ante estrés abidtico, fue también sub-
regulado para ambos estreses (Charlealiwell, 1981). Ghosh (2001) también
reportd a esta enzin@mo uno de los posibles sitide inhibicién de la actividad
fotosintética bajo estreses ambientales, ya que una reducoifla denlleva a una
disminuciéon en la tasa de dicho proceso (Zreyneol 1996). Poormohammad
Kiani. y cd. 2006 publicaron una sub-regulacion fdectose-1,6 bifosfatasa bajo
estrés por sequia en girasol debido amdntalmente al cierre de estomas post-
déficit hidrico. En adicion, Seeman yaskey (1982) observan que NaCl reduce

la actividad fotosintética eRhaseolus vulgarisndependientementdel cierre de
estomas por redudm del pool de Rubisco, a g@ que la disminucién en la
fotosintesis en respuesta a la salinibadsido atribuida a un efecto de control e

inhibicion de apertura de estomas (Wallerol. 1982). El ciclo de Calvin es el
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principal camino afectado paleshidratacion y estrés salien plantas sensibles a
como el girasol, no estantin elucidados los mecanssnque afectan este ciclo
metabdlico bajo condiciones de frio. Resulteresante que la misma enzima pero
aislada del arroz halofitico salvajB, coarctata no se encuentra inhibida por
salinidad pudiendo deberse a propiedadési@srales intrinsecas que sobrepasan
dicha inhibicion (Ghosh y ¢@001). Lundmarly col 2006 reportaron que durante
la aclimatacién al frio existen aumento en la dispoilidad de fésforo inorganico
(Pi) e intermediarios fosforilados tanto enlaide Calvin como en la via de sintesis
de sucrose, lo que genema aumento en las capadi@s enzimaticas en ambos
procesos. Una consecuencia de estos cantwiorridos en la disponibilidad del Pi
de citosol y en la capacidatk sintesis de la sucrosaria el bombeo de muchas
cantidades de carbono or fuera del cloropla&ain transportador de triosa-fosfato,
reduciendo la capacidad del ciclo @=alvin de regenerar Rubisco e inhibir
fotosintesis. Sin embargo, lagpesies tolerantes al frio cordgabidopsis thaliana

y los cereales de invierneon capaces de recuperarcipacidad fotosintética y
recuperar su crecimiento luego de varthas o semanas a bajas temperaturas a
través del proceso de aclimatac{®evitt 1980; Hurry y Huner 1991, Strarydcol.
1997), existiendo en la actualidad pocademcia acerca de cémo el girasol

reacciona los dias siguientes al estrés por frio.
b) Mecanismos de transcriign y transduccion de sefales

La activacion de la maquinaria de trangcidon que regula la expresion de genes
salinidad-especificos requiere la induccién de factores de transcripcion (TFs)
especificos asi como también de ARNimerasas (Estruch, 2000). Existe un
namero amplio de proteinas regulatoridentificadas principalmente a través del
chip deArabidopsis thalianaCheny col 2002) que mostraron cambios en TFs
bajo determinados estresambientales. En este &isis, y de acuerdo con lo
publicado por Hewezr col 2006, se pudo identificar un fragmento de una proteina
perteneciente a la familiainc fingerinducido en bajas temperaturas. Rodriguez
Milla y col. 2006 también reportaron una pista de este tipo sobre-regulada

asociada a estrés salino émabidopsis diferente de DREB1A publicada por
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Maruyama y cb 2004. Muchos genesandidato fueron identificados como TFs o
receptores para senal@s calcio por analisim silico que mostraron la abundancia
relativa de genes asociados a estascgsos en clonotecas de ADNc oOrgano-
especificas desarrolladas por ritegrupo (Fernandez y col. 2003).

Sumado a ello y considerantioenorme cantidad de $kpresentes en Arabidopsis
posible causa de la complejidad dettabolismo secundario en plant&zdthmary

y col, 200) podriamos explicar la magnitud deitaplicancia de dichas proteinas

en las respuestas a estrés abidtico maglalla interaccion entras las plantas y el
ambiente junto al nivel de duplicaciones que se encuentren en el genoma de
Arabidopsis(ArabidopsisGenome Initiative, 2000

De acuerdo con Mahalingayncol 2003, las colecciones de EST analizadas por la
aproximacion denorthern digital representaron un 13% de los genes asociados a
procesos de transduccion de senalesmdsio a ello, las quinasas también fueron
reportadas como altamente expresadas adlimatacion por frio principalmente.
Esta informacion fue presentada para plantadlddicago sativaanalizadas 10
minutos después de exposicion a bagsperaturas (Thomashow, 2001). Zhu
(2001) reporté erArabidopsis thalianda identificacion de una proteina quinasa
calcio-dependiente activada durante estrbscsaNo obstante las respuestas a frio
no estan relacionadas con las respuestsalinidad, sequia o regulacion por ABA,
se pudo detectar una casca@anscripcional que incluyegenes activados por TFs
sometidos a bajas temperaturas: CBF y DREB1 (Zhu 2001, Maruyania2004).

Esta respuesta fue también repdatan arroz por Dubouzet ylc8003).
¢) Mecanismos de traduccion

De manera general los esedidticos y/o abidticos regulan este paso (Tabla 14)
como un mecanismo de proteccidon contrairaas claves de procesos metabdlicos.

La regulacion de la maquinaria de wadién es considerada un componente
integrall en la respuesta cellular a kEstreses (Wood y Oliver, 1999; Dhanaraj y

ca. 2006). Wool (1996) demostré que las proteinas ribosomales no son solo
centrales en lo que a eficiencia de traduccion compete sino que también poseen una

function extra-ribosomal. En el presentrabajo pudimos confirmar esto por
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encontrarse dichas proteinas sobre-reguladiasmbién pudimos &htificar factores
de elongacion que no se sobre-regulapan estrés salino segun fue reportado

previamente en varios sistemas (Sabol 2006; Harding y do 2002).
d) Degradacion de proteinas/Plegamiento/Interaccion proteina-proteina

La degradacion de proteinas durante wteso de estrés es un fendmeno altamente
conservado y regulado en todos los orgauais reportados a la actualidad (Vierstra

y Callis 1999). En este andlisis, EBT F443 (AN: BU671999) similar a una
chaperona de cobre aislada de tomate fue sub-regulada bajo frio y salinidad, segun
lo reportado previamente por Gucol 2005 por un analisis MALDI-TOF realizado

en plantulas de arroz sometidas a frldicha chaperona pare jugar un rol muy
importante en la movilizacién del cobdesde 6rganos vegetativos hacia 6rganos
reproductivos, contribuyendo desarrollo (Mira y col. 2001) Esto explicaria la
sub-regulacion reportada en girasol en este analisis para hoja. Sumado a ello, el
EST F231 (AN: BU671928) similar a unaldfilina fue también sub-regulada bajo
ambos tratamientos.

Jiang y Deyholos (2006) estificaron en plantas d&rabidopsistratadas con NaCl

en solucion tres peptidil-prolil-isomeras@®Pl), siendo una dellas muy similar a

una ciclofilina sub-regulada bajo ests&dino. Contrariamente, el EST T124 (AN:
BU671806) similar a una proteina de shdékmico (Hsps) fuesobre-regulada.
Estas Hsps, también llamadas proteindsedé&és, son actualmente reconocidas
dentro de un rango de funoes celulares y procesos tai@olicos bajo situaciones
normales de crecimiento y bajo condiciomlesestreses ambientales diferentes del
shock térmico (Grove 2002). EIl concemde chaperonas rexulares que fue
expuesto a mediados de los anos 80, elaidca partir del trabajo de bioquimicos

y bibdlogos celulares, siendo varias pdsactualmente adjudicadas al grupo
functional de chaperonash@peroninas). Renaut ylc®004, identificaron por
analisis protedmico en alamo varias Hsps sobre-reguladas bajo estrés por frio,

siendo una de ellas similar a unaHiianthus annuus

147



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

e) Mecanismos de estrés oxidativo

El estrés por frio, salinidad y sequiegmbinados con condiciones de alta
luminosidad, resultan en una alta procidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) mediante el aparato fotosintétiga que las condiciones que limitan la
disponibilidad de CO2 para la reacciénasturidad dejan al oxigeno como uno de
los principales productos reducidos defdéosintesis (Mittler R. 2002). Sequia,
salinidad y frio inducen lacumulacién de especies riag@s de oxigeno tales como
superoéxido, peréxido de hidrogegaadicales hidroxilos (Hasegawacol, 2000).

El peroxido de hidrogeno J, se genera en los metisomas por la accion
enziméatica de la glicolato oxidasa (Mitkecol. 2004). En este estudio, el EST T120
(AN: BU671805) detectado consmbre-regulado bajo ambestreses se encuentra
probablemente involucrado en la gendbacide especies reactivas de oxigeno.
Dichos ROS podrian ser senales que indiR&% scavengers y otros mecanismos
de protecciéon, asi como agentes de daoafribuyendo al estrés por heridas en
plantas (Prasay col., 1994). Los ESTs generados a partir de hoja y tallo de las
clonotecas de ADNc que codifican paperoxidasas, tioredoxinas, catalas y
mostraron cambios transcripcionales en passta a los estreses estudiados. La
mayor parte de estas pratas fueron sobre-reguladas &mbos estreses debido a
una acumulacién de esos productos a fgdadel estrés oxidativo. Sin embargo,
una NADH-plastoquinona reductasa y una tliasa catalitica fueron sub-reguladas.
De acuerdo con lo expuesto por Kawasgalgol. 2001, los genes que codifican
proteinas asociadas a homedstasis celwapifiacion, génesis celular y reparacién

de DNA) muestran una caida bajcebgosicion a estreses abidticos.
f) Transporte

La homeostasis idnica durante el estrésigade encuentra afectada por el flujo de
sodio, transporte y compartimentalizacion (Safdol. 2006). En este trabajo, el
EST H360 (AN: BU672086) similar a un&TP sintetasa fue sobre-regulado en

ambos estreses, como ocurre con el ES57 (AN: BU672042) con similitud a una
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proteina transportadora. Esto seria coresgaa de la gran actividad generada por
el flujo de iones transportadores duralaetolerancia a salinidad y nutricion del
potasio (Blumwald y Grover, 2006). &otransportadores de potasio podrian
funcionar en el transporte del catién,celal es un cofactoesencial de muchas
enzimas (Hasegawgacol. 2000); o controlar la absorciéon de K+ y Na+, pudiendo
ser un determinante importarde la tolerancia a kalinidad (Bray, 1997). Sumado
a ello, se hipotetiza que las proteinasdpantadoras, las proteinas de canal y los
transportadores de azlcar funcionantravés de la membrana plasmatica y
tonoplasto de modo de ajustar la presi@motica bajo condiohes de salinidad
(Sekiy col. 2002). De manera contraria, la®teinas de transferencia de lipidos
(LTPs) son otro grupo de proteinas densiporte asociadas al metabolismo de los
acidos grasos, pudiendo tener una funciotageparacion dalano en membrana o
cambios en la composicién lipidica dedared como un pidde mecanismo de
regulacion de la permeabilidadbntra iones toxicos y meenimiento de la fluidez
de la membrana (Holmbeng Bilow, 1998; Torres-Schumanncol. 1992). Un
gran numero de LTPs mostraron tener incumbencla ertensibilidad de la pared
celular, pudiendo algunas ser secretadasaliciones de alta concentracion de
NaCl en solucion (Nieuwlang col. 2005). Aproximadamente la mitad de los
transcriptos asociados a LTPs detectablesin experimento de micromatrices de
raiz enArabidopsisfueron sub-reguladas por tratemtos de salinidad (Jiangcol.
2006), mientras que Hewezi y col. 2006 téénbdetectaron LPTs de Arabidopsis

sub-reguladas en girasol en tratamientos de frio.
g) Metabolismo secundario

El EST H123 (AN: BW672069) muestra una alidentidad con una proteina fosfato
sintetasa de mio-inositol (proteinaBlIPS), isomerasa involucrada en el
metabolismo del inositol (EC 5.5.1.4.). dba proteina fue sub-regulada bajo los
tratamientos de frio y salinidad. El ino$iés un osmoprotector natural de la pared
celular sintetizado subcelularmente a fosfatidil inositol y luego reciclado dentro del
ciclo de este metabolito bajo las expasies a estreses abidticos dentro una

cascada de sefalizacion compleja. Das-Chatterjeml 2006 reportaron la
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existencia de un tabaco traésgo tolerante a salinidad €torteresia coarctata
(arroz salvaje halofitico) ndgado por la introduccion dena proteina de tipo MIPS.

De manera contrastante, Chyool 2003 publicaron en sésamo una sub-regulacion
bajo estrés salino en semillas durantgdeminacion en dicha pscie vegetal de la
proteina SeMIPS1, proteina MIPS aislaah sésamo. Sun@a ello, Nelsoly col.

1998, 1999 demostraron que la transcripcioiodegenes MIPS es afectada por la
salinidad durante la biosintesis de mio-inositol y sus derivados, mientras que
Ishitaniy col. (1996) también demostraron evidencia de la sobre-expresion de los
genes MIPS durante condiciones de sadidién plantas mediantamente tolerantes,
mientras que evidenciaron usab-expresion en los niveles de transcripcion de ésta
en plantas sensibles a la salinidad (eAgabidopsis thaliana Dichos resultados
explicarian la sub-regulacion del EST H123gimasol cultivado (especie sensible a

la salinidad) el cual presenta identidach e alto valor dgpuntaje a una proteina
MIPS de otra especie oleaginosa meportada (GO:0M512) (Fernandey col
2003).
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V. CONCLUSIONES

Se cred un banco local de seaias tipo ESTs de girasol cultivado
conformado por 318 unigenes onga especificos reunidos en 919
secuencias, utilizando la técnica d&SH como estrategia para la
identificacion de nuevas secuencias expresadas de girasol por una estrategia

gendmica econdmicamente eficientegpproyectos de pequefia escala.

La creacion de este banco contribuyé con un 60% de secuencias publicas
nuevas para girasol al momento sle publicacion, y con un 14,5 % de
secuencias nuevas en la actualid&d. nUmero de genes novedosos
predichos vario segun la clonotecalema@a, en un rango que va de 56%

en las clonotecas de flor esta&ié al 16% en las de flor R1.

El desarrollo y aplicacion de unautina bioinformatica denominada
BioPipeline® y la creacion de uservidor local en INTA denominado
INTAOL1 permitio el analisigle las secuencias &STs generadas en forma
automatizada y eficiente, con dismirarc del error en la manipulacién de

datos.

Se cre0d una base de datn Access® que permitayganizar las secuencias

por clonoteca, por nombre, por tamafiarderto y por anotacion funcional,
guedando disponible para la genebdacide consultas e informes. Los
campos Yy registros fueron programados en Visual Basic generando
interrelaciones entre ellos para su uso integral actual o con las secuencias

obtenidas a futuro.

Se generd una micromatriz de ADNc atpate la base de ESTs local con un
disefio de tres réplicas biologicas p#aevaluacion de respuestas a dos

estreses abioticos relevantes pareudtivo de girasol: frio y salinidad.

151



V. CONCLUSIONES

6. El analisis de la matrirancripcional permitié dectar 3 grupos de genes,
los grupos 1y 3iitegrados por 12 y 49 genes, respectivamente) mostraron
sobre-y sub expresién -enay otro caso respecto del cortrobiando las
plantas fueron sometidas a estrés (piar o por salinidad), mientras que
Grupo 2, integrado pot26 genes, no mostré nacion en sus niveles

medios a través de los tratamientos.

7. Del andlisis estadistico realizado atpade la matriz transcripcional,
aplicando la prueba da®mparacion de medias por analisis de la varianza
y Andlisis de Componentes Pripales (ACP) surgieron 80 genes

candidatos conxresion diferencial ante frigo salinidad o en ambos.

8. A partir del analisis conjunto de ffiées transcripcionales por métodos de
agrupamiento y del analisis derfiles individuales de los 80 genes
candidatos, se detectaron 48 sobsub expresados fmee a uno u otro
estrés, indicando la implicancia de mecanismos regulatorios comunes a
ambos estreses. Asimismo, seed&ron 17 y 12 genes sobre o sub
expresados respectiva y especificamémtiete a un estrés y no frente al

oftro.

9. De acuerdo al andlisis funcionptedicho por comparacion con bases
publicas, los genes candidatos edjmhente regulados en situaciones
de estrés formarian parte de mesanos de regulacion involucrando
factores de transcripcion y thaccidon, proteinas relacionadas con
procesos de degradacion/plegadoteraccion entre proteinas y enzimas
asociadas a la sintesis de rmetdos secundarios y generacion y

procesamiento de espesireactivas de oxigeno.
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10.Se validé experimentalmente la egpidn diferencial de siete genes
candidatos mediante la técnicaPIiER cuantitativa (PCR en tiempo real)

y northern.

11. Dentro del grupo de genes catalb especificos de estrés, 12
corresponden a secuencias con funcionalidad desconocida y solo 3 de las
secuencias analizadas en este tmab®straron patrones transcripcionales

opuestos, incluyendo una con 8itad a un transportador de lipidos.
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