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RESUMEN

La técnica de arreglos de DNA ofrece varias ventajas sobre otros
métodos de estudio de la expresidn génica, ya que permite cuantificar en forma
relativamente rapida y reproducible la abundancia relativa de los transcritos
expresados en un tejido sometido a una condicién experimental determinada.
Sin embargo, para obtener resultados confiables y reproducibles, es necesario
estandarizar cada uno de los pasos en la ejecucidon de este tipo de
experimentos, incluyendo el analisis de los datos generados en éstos. Para ello
se han realizado una serie de experimentos que tuvieron por objetivo optimizar
distintos parametros de siembra de muestras de DNA en membranas de Nylon
(macroarrays). Ademas se disefid y aplicd un protocolo de tratamiento, limpieza
y analisis de los datos provenientes de experimentos de macroarrays.
Posteriormente, y con el fin de poner a prueba este método, se ejecutd un
conjunto de experimentos de hibridacién utilizando muestras complejas de
mRNA en macroarrays que contenian una genoteca de Prunus persica
(duraznos). En estos experimentos se compararon los perfiles de expresién de
un grupo de 880 genes involucrados directa y/o indirectamente en el
metabolismo de pared celular y en los mecanismos de respuesta a estrés por
frio, en frutos no harinosos (NH) y harinosos (H) de duraznos de la variedad
O’Henry, identificAndose finalmente 3 genes significativamente inducidos y 34
significativamente reprimidos. Con ello se demostré que el método disefiado y
optimizado presenta una alta sensibilidad y reproducibilidad, lo que le confiere

una gran confiabilidad en su aplicacion.
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SUMMARY

The technique of DNA arrays offers several advantages with respect to
other methods of study of gene expression, since it allows in a relatively fast and
reproducible manner, the relative abundance of the expressed transcripts in a
tissue or an experimental condition to be quantified. Nevertheless, to obtain
reliable and reproduciblé results, it is necessary to standardize each one of the
steps in the execution of this type of experiments, including the analysis of the
data generated in them. For it, a series of experiment aimed at optimizing
different parameters from complex DNA samples in Nylon membranes
(macroarrays) have been made. Moreover, a protocol of reatment, cleaning and
analysis of the generated data was designed and applied. Later, and with the
purpose of testing this method, a set of hybridization experiments was executed
using complex samples in nylon macroarrays spotted with genes from a library
of Prunus persica {peach fruits). In these experiments the profiles of expression
of a group of 880 genes involved directly and/or indirectly in cellular wall
metabolism and mechanisms of cold stress were compared in sane (NH) and
wooly (H) peach fruits of the O'Henry variety, finally identifying 3 overexpressed
and 34 repressed genes. In this way it was demonstrated that the designed and
optimized macroarray method displays high sensitivity and reproducibility, and

confers a great confidence in its application.
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INTRODUCCION

Los esfuerzos invertidos durante los Gltimos 25 afios en aumentar la
eficiencia y el rendimiento de sistemas automatizados de secuenciacion han
resultado en la completa anotaciéon de mas de 250 genomas (Roth y cols.,
2004). Entre estos genomas, se encuentran los de organismos que constituyen
modelos de estudio, como el de la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster), el nematodo Caenorhabditis elegans, el ratén (Mus musculus),
la planta Arabidopsis thaliana e incluso el humano (Homo sapiens), cuya
secuenciacion marcd el comienzo de la era post-gendmica. Tales sistemas
automatizados han permitido también secuenciar numerosas genotecas de
cDNA.

Por otro lado, la secuenciacion de genomas completos ha hecho
evidente que un gran porcentaje de los genes no tiene funcién asignada, mas
aun, muchos de ellos no tienen similitud significativa con ningan gen conocido,
y por lo tanto carecen de una funcién putativa, Es claro entonces gue la funcién
y las condiciones en las que se expresa un gen no quedan siempre explicadas
por su secuencia o la de sus elementos reguladores. Nace asi uno de los
mayores desafios de la comunidad cientifica en la era post-genémica: asignar a
cada uno de los genes presentes en un genoma una funcién biolégica
especifica. La tarea no es menor, ya que requiere, en primer lugar, dilucidar las
redes de regulacién transcripcional de una célula frente a un estimulo o una

condiciébn genética dada. De este modo, surge una nueva disciplina, la




Genomica Funcional, cuyo principal objetivo es caracterizar el transcriptoma
(conjunto de mRNAs sintetizados en una célula, tejido u organismo, en una
condicion biolégica particular) y su dinamica. Para ello, es necesario contar con
métodos que nos permitan medir o cuantificar el nivel de expresion de multiples

genes y correlacionar cambios en su expresion con las variables de interés.

1.- Herramientas de la Genémica Funcional

En los Ultimos afios, una importante cantidad de trabajos (revisado en
Horak y Zinder, 2002; Bucca y cols. 2004), han demostrado que existen
herramientas eficientes para examinar la expresion simultanea de numerosos
genes. En general, estas técnicas pueden dividirse en fres grandes grupos,

descritos a continuacién.

1.1- Teécnicas basadas en PCR y fraccionamiento en geles: Muestreo
diferencial y cDNA-AFLP.

Este método fue utilizado por primera vez en 1992 por Pardee y Liang
para aislar genes diferencialmente expresados en células tumorales. Los
autores sintetizaron ¢cDNA por transcripcion reversa a partir de las muestras de
mRNA en estudio, para luego ampilificar el cDNA mediante PCR, en presencia
de un nucledtido radiactivo o ligado, utilizando partidores que hibridan al azar
con el cDNA. Este proceso genera fragmentos pequefios y representativos de
un RNA, o fags, que posteriormente son fraccionados en geles de

poliacrilamida. Después de un analisis comparativo de los patrones




electroforéticos de las muestras es posible visualizar bandas diferencialmente
representadas, las cuales corresponden a transcritos de expresion diferencial
entre las muestras comparadas (Liang y Pardee, 1992).

Si bien esta técnica ha servido para aislar genes diferencialmente
expresados en distintos sistemas (Qin y cols., 2000), sufre de problemas tales
como un alto nivel de ruido, baja reproducibilidad y una tasa de falsos positivos
que asciende al 50%. Estos problemas han sido resuelios casi por completo
usando enzimas de restriccion que generan trozos especificos de ¢DNA, los
cuales son amplificados por PCR y analizados mediante electroforesis. Estas
innovaciones recientes del muestreo diferencial son Ilamadas cominmente
cDNA-AFLP (revisada en Breyne y Zabeau, 2001), y han sido aplicadas en
procesos bioldgicos particulares, tales como, la respuesta de células de tabaco
al ataque de patogenos fangicos (Durrant y cols., 2000). Esta metodologia no
necesita de un conocimiento previo de las secuencias de los transcritos
analizados, sin embargo, subsisten algunos problemas en lo que concierne al
tiempo de ejecucion de los experimentos (demanda varias vy largas reacciones
de PCR) y a la capacidad de comparar datos provenientes de distintos

experimentos (Breyne y Zabeau, 2001).

1.2.- Métodos basados en el recuento de tags de cDNA: Analisis en Serie
de la Expresién Génica (SAGE).
Esta técnica fue reportada en Velculescu y cols. (1995) en un intento por

optimizar la eficiencia de la secuenciacién de expressed sequence tags (ESTs).




El método SAGE consiste en generar fragmentos pequefios del extremo 3’ del
cDNA, los cuales seran ligados entre si para formar concatémeros que
contienen hasta 1000 fragmentos de cDNAs. Los concatémeros son clonados
para dar lugar a una genoteca SAGE. El patrén de expresién de cualquier
poblacién de transcritos puede ser evaluado cuantitativamente al determinar la
abundancia de cada fragmento e identificar el gen que corresponde a cada uno
de ellos por su homologia con genes anteriormente secuenciados y que estan
presentes en las bases de datos.

Esta técnica, sin embargo, contempla varios pasos de reacciones
enzimaticas, pasos de purificacion y de seleccion mediante cromatografia de
afinidad en columnas de estreptavidina-agarosa, lo que demanda la utilizacién
de grandes cantidades de RNA (Fujita y Silver, 1993). Ademas, las secuencias
generadas tienen un largo promedio de 10 pares de bases, de modo que la
probabilidad de falsos positivos es alta. No obstante, en los Gltimos afios, la
técnica se ha perfeccionado permitiendo disminuir 500 a 5000 veces la cantidad
de RNA a utilizar (Datson y cols., 1999) y aumentar el largo de las secuencias
generadas a 17 pb (Saha y cols., 2002). Respecto a esto ultimo, se espera que
un 99,8% de las secuencias del large mencionado se encuentren sélo una vez
dentro del genoma humano, con lo cual se ha disminuido la probabilidad de
tener falsos positivos. Pese a los antecedentes sefalados, actualmente la
técnica continfla siendo de dificil manejo, ya que requiere muchos pasos

experimentales, y el analisis de solo una condicién fisiolégica implica construir




una genoteca SAGE. De este modo, es dificil comparar perfiles de expresion

entre varias condiciones experimentales.

1.3.- Técnicas basadas en la hibridacion de sondas con genes blanco:
arreglos de cDNA.

Sin duda alguna, en la mayoria de las publicaciones recientes que
abordan la caracterizacion de perfiles de expresion génica a gran escala se ha
utitizado las técnicas llamadas genéricamente “arreglos de DNA” o microarrays
(Schena y cols., 1995; Shalon y cols., 1996). Su implementacién, en 1996 por
P.O. Brown y cols. fue uno de los mayores hitos de la era post-gendmica, ya
que esta nueva técnica permitia medir cambios cualitativos y cuantitativos en la
abundancia de transcritos como resultado de la expresién diferencial de genes
y/o de la estabilidad diferencial de sus correspondientes mRNAs (Van Hal y

cols., 2000).

1.3.1.- Principios técnicos de los arreglos de DNA mas usados.

La técnica consiste en inmovilizar secuencias de DNA conocidas (DNA
blanco) sobre una matriz sélida. Dependiendo del formato empleado, productos
de PCR provenientes de genotecas de cDNA u oligonucledtidos (50-70 mer)
son depositados en volimenes pequefics sobre una superficie de nylon o vidrio,
para generar macroarrays y microarrays, respectivamente. Alternativamente, en
el caso de los chips de oligonucleétidos, secuencias de oligonucledtidos (20-40

mer) son sintetizadas in sifu sobre una superficie de ceramica/silicio (Lockhart y




cols.,, 1996). En cada punio de la matriz sélida, se depositan numerosas
moléculas de DNA especificas de un gen particular. De este modo, el sistema
es miniaturizado, pudiendo sembrarse hasta decenas de miles de genes en
superficies no mayores a cuatro centimetros cuadrados (revisado en Freeman y
cols., 2000).

En segundo lugar, las muestras de RNA o mRNA a analizar son
sometidas a un proceso de transcripcion reversa, en el cual los ¢cDNAs son
marcados, para su postetior deteccion y cuantificacion. Existen esencialmente
dos formas de marcacién: radioactiva con 2P o ®pP-[dCTP] y fluorescente con
Cy3 y Cy5-[dUTP]. En un experimento tipico de microarrays, las dos muestras
de RNA cuyo patrén de expresidon nos interesa determinar, son marcadas
separadamente con cada fluoréforo. Posteriormente, las poblaciones de ¢cDNA
marcado son hibridadas simultaneamente contra la lamina de vidrio en la que
se encuentran depositados los DNAs blanco. Después de efectuar la lectura del
microarray en un escaner laser y generar una imagen digital, se estima el nivel
de expresion de cada gen a partir de la intensidad de los puntos de hibridacién
(generados por el apareamiento de cada especie de cDNA con su DNA
blanco). Mientras mayor la intensidad de un fluoréforo en un punto del arreglo,
es mayor la cantidad del correspondiente mRNA en la poblacién analizada.
Para el caso de los chips de oligonucleédtidos, el procedimiento es similar al
descrito anteriormente, pero es posible analizar mas de 40.000 genes
simultaneamente, en cambio, con los microarrays el niimero se reduce a 10.000

genes (Freeman y cols., 2000). Esto se debe a que el sistema de sintesis in sity




de oligonucledtidos permite una concentracidn mas eficiente de estas
secuencias de DNA blanco en un espacio reducido.

En el caso de los macroarrays, las muestras de RNA de cada condicién a
analizar son marcadas radiactivamente, y luego hibridadas en membranas
independientes. Posteriormente, las sefales de hibridacion deben ser
traducidas en una imagen usando un escaner de foto-fosforescencia (phosphor-
scanner). Si bien esta plataforma de arreglos de DNA permite analizar entre 500
y 2000 genes simuliaZneamente, se ha reportado que la sensibilidad de este
método (definida como la cantidad necesaria de un transcrito presente en una
muestra de RNA para que éste sea detectado de forma confiable) es hasta 100
veces mayor que la descrita para los otros métodos existenies (Bertucci y cols.,
1999). Por otra parte, la sonda radiactiva posee un rango lineal de deteccion
que es dos o6rdenes de magnitud mayor que en el caso de las sondas
fluorescentes, y los arreglos en membranas pueden ser uiilizados varias veces
sin pérdida de calidad en los ensayos de hibridacion (Baldi y Hatfield, 2002).
Otra ventaja ofrecida por esta plataforma de arreglos de DNA es su menor
costo respecto de los chips de oligonucledtidos y de los microarrays en matrices
de vidrio.

Los formatos de arreglos de DNA mencionados anteriormente han
entregado valiosa informacién para el estudio de la regulacién de la expresion
génica en varios sistemas. Sin embargo, la técnica es suscepiible de ser
optimizada en términos de su sensibilidad, especificidad, reproducibilidad, y

costo. Un gran niomero de publicaciones han revisado y descrito nuevas




tecnologias aplicadas en arregios de cDNA (Heller, 2002). Ademaés, numerosos
trabajos han reportado estrategias para optimizar el analisis de datos,
incluyendo el ajuste de un area de lectura de puntos en un experimento
particular, hasta el estudio de algoritmos matematicos para identificar genes

diferencialmente expresados, (revisado en Leung y Cavalieri, 2003).

1.3.2.- Algunos ejemplos de ia aplicacién de arreglos de DNA en analisis
de expresion génica a gran escala.

Desde la creacién de esta técnica, son numerosos los trabajos que han
entregado a la comunidad cientifica las primeras aproximaciones para
establecer redes de regulacién transcripcional. Estos trabajos han sido
aplicados a un sinnimero de sistemas biologicos y han demosirado que la
técnica de arreglos de DNA entrega resuitados confiables al compararlos con
aquellos obtenidos de téchicas de cuantificacién a menor escala, tales como
PCR en tiempo real. En general, los experimentos reportados a la fecha caen
dentro de dos categorias distintas: i) Estudios de casos, en los que se compara
los cambios en la expresion de genes enire una situacidén control y una
experimental y ii) Series de tiempo, experimentos en los cuales se establece
una dinamica temporal (a intervalos de tiempo definidos con respecto a un
tiempo de referencia) del transcriptoma en el sistema biolégico que se esta
analizando.

Trabajos que ejemplifican los estudios de casos son aquellos reportados

por Alizadeh y cols. (2000) y Bittner y cols. (2000) quienes utilizan microarrays




de cDNA para caracterizar varios tipos de tumores sobre la base de sus
patrones de expresién. El uso de datos provenientes de estos experimentos ha
permitido, posteriormente, desarrollar un método para clasificar muestras
provenientes de tejidos tumorales y determinar a qué tipo de cancer
corresponde en base a sus patrones de expresion. En la segunda categoria se
encuentra el trabajo de De Risi y cols. (1897). En &l se examina el programa
temporal de la expresidn génica que acomparfia al cambio metabdlico cuando
las células de Saccharomyces cerevisiae, inoculadas en un medio con glucosa,
comienzan a utilizar en aerobiosis el etanol producido durante [a fermentacion
después de agotar el azicar fermentable. Este estudi6 también da luces acerca
de la posible funcién de genes desconocidos, a partir de la similitud de sus
patrones de expresién con aquellos definidos para genes de funcién conocida.
En plantas, son numerosos los estudios que han utilizado esta técnica
para examinar los patrones de expresion en Arabidopsis thaliana. Por ejemplo,
Schaifer y cols. (2001) utilizaron microarrays de cDNA que contenian 7800
genes Unicos (30% de los genes anotados para A. thaliana) y analizaron los
patrones de expresion en plantas sometidas a ciclos de luz y oscuridad. En este
estudio se determiné que un 2% de los genes analizados se exprésaba
diferencialmente en un patrén caracteristico dentro de cada ciclo, sugiriendo
que ellos tienen como funcién regular el funcionamiento del ciclo circadiano. Por
otra parte, Maleck y cols. (2000) utilizaron arreglos de cDNA conteniendo 7000
genes para analizar los cambios en la abundancia de transcritos en plantas

sometidas a acido salicilico, molécula necesaria y suficiente para producir
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resistencia sistémica adquirida (SAR) en la planta. En este estudio se
identificaron alrededor de 300 genes cuyo cambio de expresion era significativo
durante la SAR y un elemento promotor comln para un grupo de genes
inducidos en SAR (Maleck y cols., 2000).

En relacién con la aplicacién de esta tecnologia en modelos vegetales de
importancia biotecnoldgica, Brinker y cols (2004) utilizaron microarrays para
analizar la expresion génica durante el desarrollo, inducido por auxinas, de las
raices secundarias de Pinus contorta. En este trabajo se hibridé RNA extraido
en distintos tiempos durante el desarrolio de las raices secundarias contra un
microarray que contenia 2178 genes de Pinus taeda. De estos 2178 genes, se
identificaron 220 genes expresados diferencialmente que pertenecian a
distintas categorias funcionales, como sintesis y degradacion proteica,
fotosintesis, replicacién celular, sintesis y degradacién de la pared celular,
respuesta a estrés, metabolismo hormonal y transduccién de sefiales, lo cual
permitié a los autores generar un modelo acerca del desarrollo la raiz de una
gimnosperma (Brinker y cols., 2004). Ademas se han estudiado mediante
macroarrays de cDNA los perfiles de expresién de la cafia de azicar
(Saccharum spp.) en respuesta a estrés por bajas temperaturas en distintos
tiempos, dilucidando parcialmente la cascada metabélica que se activa en
respuesta a este estimulo ambiental (Nogueira y cols., 2003). Este ultimo
trabajo es uno de tantos que intenta, a través del un analisis del transcriptoma,
identificar genes clave en un problema relevante para la produccion vegetal y

de aplicacion biotecnolégica.
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Estos estudios nos demuestran que los arreglos de DNA constituyen una
poderosa herramienta para la caracterizacion del tfranscriptoma en diversos
procesos bioldgicos, contribuyendo a la asignacion de funciones y Ila
identificacion de posibles genes marcadores del proceso analizado, los que
pueden ser claves para caracterizar disfunciones de organismos de importancia
econdmica y biotecnolégica. En este contexto, surge la necesidad de
implementar y aplicar esta tecnologia al estudio de problemas relevantes para

la economia del pats, uno de los cuales menciono a continuacion.

2.- El problema de la harinosidad en durazrios (Prunus persica).

Los frutos de durazno que se exportan desde Chile a Europa y
Norteamérica estan sometidos a prolongados periodos de transporte a bajas
temperaturas, debido a esto sufren alteraciones fisiolégicas que dan como
resultado una pérdida de calidad y de competitividad. Una de estas alteraciones
fisiologicas mas importante es la harinosidad, la que se manifiesta en una falta
de jugo en el fruto. Se ha demostrado que esta alteracion ocurre en dos etapas:
una de induccién por el mencionado almacenamiento en frio (4 °C) y una etapa
posterior de expresién, alcanzada Iuego de un periodo de maduracion a
temperatura ambiente (Crisosto v cols., 1999). Asi, el problema es detectado
solo cuando el producto llega al consumidor.

Uno de los mecanismos mas aceptados para explicar el fenémeno de la
harinosidad, consiste en la gelificacion del agua de la fruta, producto de la

liberacion de pectinas con un bajo grado de esterificacion, altamente solubles
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en agua, que provienen de la degradacién de la lamina media de la pared
celular en el mesocarpo de los frutos. Se ha probado que esta degradacion es
producida por la exposicin al frio, lo cual generarfa una perdida del balance en
la expresion de genes que codifican para enzimas que degradan estas pectinas,
en particular, pectinmetilesterasa y exopoligalacturonasa (Crisosto y cols.,
1999). Sin embargo, la complejidad del metabolismo de la pared celular, la
diversidad de elementos que participan en éste, y la conexién de ellos con otros
procesos, tales como la maduracién y la respuestas a estrés por bajas
temperaturas, sugieren que el origen de la harinosidad podria ser mas complejo
que el desbalance entre dos actividades enzimaticas (Ben-Arie y Sonego, 1980;
Giovannoni, 2001). En particular, proponemos que otros componentes del
metabolismo de pared celular podrian enconirarse alterados en este desorden,
como por ejemplo, elementos de respuesta a estrés, entre otros.

Existe informacion disponible acerca del control transcripcional en frutos,
incluyendo el trabajo de Aharoni y cols. (2000) quienes utilizaron microarrays de
cDNA para identificar genes responsables de la biogénesis de flavonoides
asociados con el sabor en frutillas, y el trabajo de Trainotti y cols. (2003) que
caracterizo los perfiles de expresién génica en diferentes etapas del desarrollo
del fruto de durazno. Tomando en cuenta lo anterior y considerando que el
problema de la harinosidad podria originarse por alteraciones en la maquinaria
de reaccion al estrés por bajas temperaturas, y en la expresion de proteinas
claves para la estructura de la pared celular de estos frutos, en el Laboratorio

de Bicinformatica y Expresién Génica del INTA nos hemos propuesto
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implementar y realizar un andlisis de expresién génica a gran escala en
duraznos para conocer el efecto del almacenamiento a bajas temperaiuras
sobre la adquisicion de la condicién harinosa, a través de un disefio
experimental que contempla la caracterizacién de varios parametros de la
siembra de membranas con librerias de genes. Estos andlisis se realizaron en
el contexto del proyecto “Genémica Funcional en Duraznos y Nectarines:
Plataforma para potenciar ia competitividad de frutas de exportacién en Chile” y
durante esta Memoria de Titulo se implementd un sistema automatizado de
siembra para arreglos de DNA y un protocolo que permite la extraccion de datos
a partir de membranas hibridadas con sondas radiactivas (macroarrays de

cDNAs).

3.- Hipétesis.
El andlisis de expresién génica usando la técnica de macroarrays de
cDNAs, permitira detectar genes asociados con el fenémeno de harinosidad en

Prunus persica.

4.- Objetivo general.
Implementar un protocolo para la produccién de macroarrays de cDNA

en membranas de nylon y su hibridacién con sondas complejas de cDNAs.
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5.- Objetivos especificos.
Para lograr el objetivo planteado anteriormente se han propuesto los

siguientes objetivos:

5.1- Optimizar parametros para la siembra automatizada de macroarrays,
entre ellos: densidad de puntos en el arreglo, cantidad de DNA a sembrar,
modalidad de siembra, tipo de DNA sembrado y adquisicion de datos,

9.2- Examinar la sensibilidad y reproducibilidad de los experimentos de
hibridacién,

5.3- Aplicar el método optimizado al analisis de un problema fisiolégico:
harinosidad en duraznos de la variedad O’Henry, variedad que presenta una

alta propensién a este problema.
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MATERIALES Y METODOS.
1.- Obtencién de los DNAs blanco.
1.1- Extraccion de DNA plasmidial:
Para la extraccion de DNA plasmidial se utilizaron las siguientes cepas
transformadas de E. Coli DH5-a

i) Transformantes conieniendo el vector pGEM-t Easy (Promega®) sin
inserto.

ii} Transformantes que contienen el producto de PCR del gen exp?
(expansina 1) de Prunus persica ligado en el sitio de clonamiento del
vector anteriormente nombrado.

iii) Clones seleccionados al azar provenientes de una genoteca de
sustraccion estado especifica de Drosophila melanogaster.

Las bacterias fueron inoculadas en 5 mL de medio LB, conteniendo
ampicilina en una concentracién de 0,1 mg/mL. Los cultivos fueron incubados
por 18 horas a 37 °C y se extrajo DNA plasmidial de 5 mL del cultivo utilizando

el método de lisis alcalina (Birnboim, 1983), descrito en Sambrook, 1989.

1.2.- Amplificacion y purificacion de insertos a partir de DNA plasmidial.
Para la amplificacion de los insertos se utilizaron los partidores T7 y SP6

(concentracion final de 0,2 uM), los que hibridan con secuencias del vector

pGEM-T Easy (Promega®), situadas a ambos lados del inserto. Los sustratos

de la reaccion de PCR fueron 200 ug de DNA plasmidial, buffer 1X (Invitrogen
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®), MgClz 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM y 2,5 U de Taq DNA polimerasa
(Invitrogen®). Se utilizd un programa de 29 ciclos (desnaturalizacién 30 s a 94
°C, alineamiento 30 s a 55 °C y extensiéon de 2 minutos. a 72 °C). Las
reacciones tenian un volumen final de 100 ulL. Los productos de PCR fueron
precipitados utilizando isopropanol y acetato de sodio, segtin lo descrito en
Diehl y cols., 2002, obteniéndose una conceniracion de entre 0,1y 2,5 ug/ul. de

producto.

1.3.- Seleccion de clones a partir de una genoteca de ESTs de durazno de
la Universidad de Clemson.

Los DNAs a sembrar fueron seleccionados desde una genoteca de ESTs
de durazno maduro de la variedad Loring, construida y parcialmente
secuenciada en la Universidad de Clemson (South Carolina, EUA), y adquirida
por el Laboratorio de Bioinformatica y Expresion Génica del INTA, Universidad
de Chile. Esta libreria fue construida en los sitios EcoRl y Xhol del vector
pBluescriptSK-, el cual posee un marcador de resistencia a ampicilina. La
genoteca consta de 16.512 clones, distribuidos en 43 placas de 384 pocillos. De
estos 16.512 clones disponemos de la secuencia de sdlo 9.984, de las cuales
3.843 secuencias representan a genes Unicos.

Para la seleccion de los ESTs presentes en la libreria se realizo el siguiente

procedimiento:




a)

b)
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Con el fin de seleccionar aquellas secuencias de la genoteca que
presentan similitud (tanto nucleotidica como aminoacidica) con los genes
anotados en la base de datos de TAIR (The Arabidopsis Institute
Research), se elaboraron informes mediante los algoritmos Blast-n y
tBlastX, a partir del alineamientos de las 3.843 secuencias de unigenes
con la base de datos de CDS (secuencia codificante) de TAIR
(www.arabidopsis.org), los que se ejecutaron bajo plataforma Linux,
Cada informe incluye el namero de clon asignado por Clemson, el mejor
alineamiento realizado para cada Blast, la descripcion de este
alineamiento (ID) segtn el cédigo de acceso (locus At para la base TAIR
y codigo NM para GenBank), los valores del alineamiento (e-value y
score) y una posible descripcion segln la clasificacion de GO (Gene
Onfology) en sus tres categorias, Funcion Molecular, Componente
Celular y Proceso Biolégico.

Los resultados del tBlastX y del Blast-n fueron almacenados en distintas
bases de datos y sus entradas fueron comparadas mediante consultas
en lenguaje SQL. Se obtuvieron 2.055 informes de ESTs que, utilizando
ambos algoritmos, alineaban con el mismo CDS de A. thaliana y 1.788
informes de ESTs que alineaban con diferentes CDS. De estos dltimos,
solo se consideraron aquellos que presentaron el mejor alineamiento

(menor e-value y mayor score; n= 1.622).
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c) Los ESTs resultantes fueron seleccionados manualmente de acuerdo

con los criterios descritos en la Tabla |, lo cual dio como resuliado 627

alineamientos obtenidos mediante Blast-n y 325 mediante iBlastX.

d) Finalmente, se seleccionaron 880 clones que en sus informes

presentaron un e-value menor a 10™'°, los cuales fueron organizados en

10 placas de 96 pocillos para su utilizacion en la construccién de las

membranas de macroarrays.

Tabla |I. Criterios de blusqueda de palabras claves o secuencias consenso utilizados para la
seleccion manual de clones. Los genes sometidos & este analisis hablan sido previamente
seleccionados por su similitud con los genes presentes en la base de datos del TAIR (The
Arabidopsis Information Resource, www.arabidopsis.org), usando los algoritmos Blasin y tBlasix

Criterios de bisqueda

Palabras clave/secuencias consenso
seleccionadas

A) Blsqueda de palabras claves en
la descripcion del [D

B) Busqueda de términocs GO (The
Gene Ontology Consortium. 2001)

C) Biusqueda en PubMed

D) Bisqueda de  secuencias
CcoNsenso

Enzimas de pared celular, elementos del metabolismo
de etileno, maduracion, esirés por bajas temperaturas,
efc.

Funcion molecular: actividad celulosa sintetasa,
transporte de carbohidratos, actividad HSP, factor de
tfranscripcion, etc.

Proceso Dbicldgico: Metabolisme de carbohidratos,
sintesis de carotenoides y flavonoides, respuesta a
estrés y etileno, etc.

Componente celular: Pared celular, membrana
plasmatica, sistema de endomembrana, extracelular,
ete.

Descripcion en publicaciones atingentes a maduracion
y procesos afines.

Secuencias de péptido sefial mediante programas:
Target P y PSORT (Emanuelsson y cols., 2000, Nakai
y Norton, 1999)
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1.4.- Amplificacion de insertos a partir de cultivos bacterianos.

Los clones seleccionados a partir de fa genoteca de ESTs de durazno
fueron crecidos en placas de 96 pocillos conteniendo 200 yL de medio LB y
ampicilina 50 pg/mL a 37°C por 22 horas. Posteriormente 5 uL de este culiivo
fueron agregados a 33 uL de agua libre de nucleasas y fueron calentados a
95°C por 15 minutos. Luego se agrego: buffer 1X (Invitrogen®), dNTPs 0,25
mM, MgCl; 2 mM, partidor T3 y partidor T7 1 pM y 2,5 U de Taq DNA
polimerasa (Proporcionada por el Laboratorio de Genética Molecular Vegetal,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile), en un volumen final de 50 uL.
Estos partidores hibridan con secuencias del vector de clonamiento que
flanquean al inserto, permitiendo su amplificacién. El programa consta de 30
ciclos que incluyen desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a
55 °C por 1 minuto y extensién a 72°C por 3 minutos & incluye una extension
final a 72°C por 10 minutos. Estas reacciones de PCR fueron llevadas a cabo
en placas de PCR de 96 pocilos (Termowell Costar 6511, Corning

Incorporated).

1.5.- Verificacién y cuantificacion de los productos de PCR.

Para verificar el tamafio de los productos de PCR, 5 4L de las reacciones
de PCR fueron fraccionados en geles de agarosa al 1% en buifer TAE 1X (40
mM Tris, 1 mM EDTA disédico, 20 mM &cido acético), y las bandas visualizadas

con Bromuro de Etidio (Ausubel y cols.,1998).
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En el caso de los productos obtenidos a partir de la amplificacion directa
de alicuotas de cultivo bacteriano se realizaron los siguiente controles de
calidad: 1) Si un clon presentaba mas de una banda de ampiificacion, el PCR se
repetia, 2) 8i el resultado seguia siendo mas de una banda, se amplificaba el
inserto usando DNA plasmidial de los clones como sustrato. Solamente
productos dnicos de amplificacion fueron utilizados en la siembra de
membranas. De este modo se logré amplificar un 99% de los clones
inicialmente escagidos. La cuantificacion de todos los DNA blanco se llevo a
cabo midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer®

MBA-2000.

1.6.- Obtencion de genes controles.

Las membranas destinadas a los experimentos de expresién génica en
frutos de durazno contenian los siguientes controles:

1) Gen heterdlogo, dapB: Se sembraron tres diluciones del producto de
PCR de un cuiltivo del clon dap (ATCC no. 87486), cuyo vector consiste en un
cDNA del gen dapB de Bacillus subtilis (1.840 pb) clonado entre los sitios Xhol y
BamH| de un plasmido pBluescriptll-KS+ en el cual se encuentra una cola de
poli(A) rio abajo del inserto. Indculos de 18 horas de este clon fueron sometidos
a reacciones de PCR similares a las descritas en ia seccidn .2.1. Las

concentraciones de DNA usadas fueron de 1,33 pg/ul para la primera dilucién
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de dapB (dap1), 0,42 pg/uL para la segunda dilucion (dap2), y 0,12 pg/plL para
la tercera (dap3).

2) Genes de posible expresién constitutiva y gen exp7: estos tres genes
fueron obtenidos mediante RT-PCR desde mRNA de Prunus persica (detallado
en seccion 3.3). Los genes fueron act1, codificante para la actina 1 de P.
persica (0,61 ng/ul) y tub?, codificante para la a~tubulina de P. persica (0,58
ng/pL). El gen que codifica para la expansina (exp?) fue ubicado en las placas
con una concentracién de 0,63 pg/ul.

3) Controles Negativos: en cada placa se ubicaron 2 controles negativos
de hibridacion: Vector pGEM-t Easy sin inserto y agua libre de nucleasas.

Estos controles fueron dispuestos en cada una de las 10 placas de 96
pocillos utilizadas. Asi, cada una de ellas contenfa 88 genes seleccionados de
la genoteca Clemson, las tres diluciones del gen dapB, los dos genes de
expresion constituitiva (act? y fub?), el gen exp1 y los dos controles negativos

(agua y vector sin inserto).

2.- Generacion de macroarrays.
2.1.- Siembra de los DNA blanco en las membranas.

El DNA plasmidial, los productos de PCR y/o productos purificados de
PCR fueron depositados en placas de 96 pocillos (Orange Scientific) en
volimenes de 15 pl y se agregd un volumen igual de DMSO. El DNA contenido

en las placas fue sembrado en membranas de Nylon de distintas marcas,
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mediante el sistema automatizado de siembra ChipWriter Compact (BioRad®),
equipado con un nimero variable (entre 3 y 8) de agujas sdlidas de sembrado
(sofid pins, Arraylt® mod. SSP015), repitiendo entre una y seis veces [a siembra
de muestras en un mismo punto, con el fin de variar la concentracion del el DNA
sembrado. Se usaron distancias de 1200, 1500 y 1800 um entre spots. Los
DNAs fueron sembrados en duplicado o en tetraplicado segun correspondiera a
cada experimento. Cada programa de siembra generd un archivo de extension
“vrk”, que relaciona el contenido de cada pocillo de la placa fuente con el lugar
de la membrana en que éste fue depositado.

En el caso de los productos de PCR obtenidos a partir de la amplificacion
de la genoteca de Clemson, se disefié un programa que permitiera la siembra
del contenido de 10 placas de 86 pocillos en una membrana de Nylon de 8,5 x
11,56 cm? (GeneScreen Plus, NEN®). En este programa sé ocuparon cuatro
agujas solidas de sembrado, y cada producto de PCR fue sembrado en una
sola posicion en la membrana con una separacion de 1800 pm. Con el fin de
tener un exceso de DNA blanco en la membrana, cada punto se sembro 6
veces. En promedio se sembré aproximadamente 76.86 ng de cada producto de
PCR, valor estimado con la concentracién promedio de los productos de PCR
(1,83 pgluL), el nimero de siembras por punto (6 siembrasfpunto) y el volumen

promedio depositado por cada aguja de sembrado (7 nL).
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2.2.- Tratamiento de las membranas sembradas.

Todas las membranas fueron sometidas a un bafio de 7 minutos en
solucidn de desnaturalizacién (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCi), sin agitacién. Luego
las membranas fueron lavadas dos veces por fres minutos en solucion de
neutralizacion (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris HCI pH 7,5, 1 mM EDTA) con agitacion.
Posteriormente, el DNA desnaturado fue unido covalentemente a las
membranas mediante irradiacién UV por 36 segundos a 120000 [pJ/s*cm2] en

un horno UV (UV-crosslinker CL-100, UltraViolet Products®).

2.3.- Prehibridacion, hibridacién y lavado de las membranas.

Las membranas fueron pre-hibridadas en 5 mL de buffer de hibridacion
(SSC 5X, solucion de Denhardt 5X, SDS 10 g/L, formamida 50%(v/v)) mas 250
g de DNA de salmén, a 42 °C por un tiempo minimo de 2 horas en un horno de
hibridacién. Una vez purificada la sonda ésta fue desnaturalizada a 100 °C por
15 minutos y luego puesta en hielo por 5 minutos. Se agrego la totalidad de la
sonda purificada y desnaturalizada (no menos de 108 cpm) a las membranas
pre-hibridadas. La hibridacién se extendié por 18 horas a 42 °C. las
membranas hibridadas fueron sometidas a 4 lavados de 20 minutos a 65 °C en

20 mL de buffer de lavado (0,1% SDS, 1x SSC).
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3. Obtencién de sondas.

3.1.- Muestras biolégicas

Las muestras utilizadas para extraer RNA correspondieron a: 1)
mesocarpo de duraznos (Prunus persica, variedad O’'Henry) cosechados y
madurados a 20 °C por 8 dias (no harinoso; NH: 38% de jugo), y 2) mesocarpo
de duraznos cosechados, almacenados por 21 dias a 4 °C, y madurados a 20
°C por 5 dias (harinoso; H; 0% de jugo). El nivel de harinosidad de estas
muestras fue medido a través de un procedimiento que determina el porcentaje
de jugo presente en cada muestra (Crisosto y Labavitch, 2002). Este
procedimiento fue realizado en el laboratorio de Post-cosecha del INIA La
Platina. Las muestras utilizadas en este estudio, asi como los datos de
harinosidad fueron gentiimente proporcionados por los dociores Julio
Retamales y Reinaldo Campos, del Laboratorio de Post-Cosecha del INIA La

Platina.

3.2.- Extraccion de RNA total de duraznos.

La extraccién de RNA total se hizo utilizando el protocolo descrito por
Meisel y cols. (2005), a partir de 3 gramos de tejido de mesocarpo de durazno.
El precipitado final de RNA fue resuspendido en 35 pL de agua libre de
nucleasas. La integridad del RNA se verifico por electroforesis en geles de
agarosa al 1%, usando TAE preparado en agua libre de nucleasas como buffer

de corrida y visualizado con bromuro de etidio. Solo se utilizaron aquellas
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muestras de RNA total que mostraran un patron electroforético en el que la
banda correspondiente al rRNA 28S fuera de una intensidad dos veces mayor
que la banda del rRNA 18S. La concentracion de RNA, el contenido de
contaminantes proteicos y de contaminantes fendlicos en las muestras
extraidas fueron determinados midiendo la absorbancia a 260 nm, y calculando
las razones de absorbancia Agsozso Y Assoreo, respectivamente. Se utilizé un
criterio de calidad de RNA tal que si la extraccién final presentaba una
concentracién mayor o igual que 70 pg/ul., una razon Azsorso entre 1,8y 2,1,y
una razén Assyzae entre 1,7 v 2,1, la muestra era utilizada en la sinfesis de

sondas complejas.

3.3.- Extraccion de mRNA poli-(A) desde RNA total.

Las muestras de RNA total fueron sometidas a lun.al purificacion del
mRNA poli-(A), mediante el kit Oligotex mRNA Mini (Qiagen®), seglun las
instrucciones del fabricante, obteniendo un volumen final de 40 pl. la
concentracion de las muestras fue estimada mediante mediciones de
absorbancia a 260 nm.

La integridad de los transcritos presentes en la muestra de mRNA fue
evaluada mediante reacciones de RT-PCR utilizando partidores especificos de
de seis genes de durazno. Para esto se sintetizé cDNA con la enzima M-MLV
RT (Promega®) usando mRNA como sustrato. Se incubaron 100 ng de mRNAy

partidor 6ligo-dT en una concentracion final de 30 ng/uL, a 70°C por 5 minutos,
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en un volumen final de 15 pL. Posteriormente, a cada tubo se agregaron 5 uL
de buffer 5X de la enzima, 15 mmoles de cada dNTP v 200 U de la
transcriptasa reversa en un volumen final de 25 ul. La reaccion procedio a 42°C
por dos horas y finalmente fue incubada a 70°C por 15 minutos para inactivar la
enzima.

Los cDNAs sintetizados sirvieron como sustrato para la amplificacion de
los genes mostrados en la Tabla Il. La reaccion de PCR contenia 100 ng de
cDNA, 5 pmoles de cada partidor, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0.2mMy25Ude
Taqg DNA polimerasa (Invitrogen®) en un volumen final de 25 pl. Se utilizé un
programa de 29 ciclos (desnaturalizacion 30 s a 94 °C, alineamiento 30 s a 55
°C y extension de 2 minutos a 72 °C) y una extension final a 72 °C por 6
minutos. Los productos de las amplificaciones fueron examinados en geles de
agarosa al 1% para ;ferificar la presencia de bandas de los tamafios esperados.
Si alguno de los genes no presentaba una amplificacién satisfactoria, entonces

el mRNA no calificaba para posteriores experimentos.

Tabla Il. Genes de Prunus persica amplificados desde cDNA como control de calidad de los
mRNA exiraidos. Las secuencias de los partidores se muestran en sentido 5' -3,

Nombre del Gen. N° Partidor-5" Partidor-3" Tamaiio
Acceso Esperado
Genbank (pb)
aminociclopropano- AF532976 aatcatcaactiggagggce cgaatitcgggtacacit 827

1-carboxilato
oxidasa (aco7)

proteina de stress  AF317032 gaaaccicagactaccctca cttettcetitgectoctt 478
por acido abcisico

(SRprot)
Expansina 1 (exp7) AB029083 tgactatggaggaggatg caitgctggtcacagtect 632

Receptor de etileno  AF396830 glcaacgaaacgctatgc  caagtccactaccaccag 848
(etr)
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3.4.- Transcripcion in vitro del gen dapB.

El mRNA del gen dapB fue sintetizado in vitro con el kit Riboprobe® in
vitro Transcription Systems (Promega®) usando la enzima T3 RNA polimerasa.
El templado para esta reaccion fue DNA plasmidial del clon dapB (ATCC no.
87486) previamente linearizado en su sitio Notl, y se us6 como partidor de la
trascripcion el oligonucledtido T3. Ei RNA obtenido fue cuantificado por

absorbancia a 260 nm.

3.5.- Marcacion de sondas.

E! oligonucledtido T7 fue marcado incubando una mezcia de 30 pmoles
del 6ligo, 10 pmoles de v-dATP, 1 pL de buffer T4 polinucledtido quinasa 10X,
5 U de la enzima T4 polinucledtido quinasa (Promega®) (10 uL finales) por 30
minutos a 37°C. La purificacién de esta sonda se flevé a cabo mediante
precipitacién con glicégeno (20 ug) y etanol 100%, resuspendiendo finalmente
en 100 pL de buffer TE.

| as sondas simples (gen exp?) fueron obtenidas desde DNA plasmidial
del clon exp? digerido con la enzima EcoRl. El inserto fue purificado desde
geles de agarosa utilizando el Concert Rapid Gel Extraction System (Life
Technologies). La marcacion con o*>-dCTP del fragmento purificado se llevé a
cabo usando el kit Random Primers Labelfing System (Promega®), segln las

recomendaciones del fabricante. Para purificar esta sonda se utilizd el kit
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Wizard DNA Clean-up de Promega. Se obtuvo un volumen final de 100 ulL de
sonda.

Las sondas complejas de cDNA de hebra simple fueron sintetizadas
usando la transcriptasa inversa Superscript Il en presencia de «*>-dCTP,
teniendo como templado mezclas de RNA total de Drosophila melanogaster (2
#g) o mRNA de Prunus persica (70 o 150 ng), las que ademds contenian
cantidades conocidas de mRNA dapB, correspondientes al 1%, 0,1% vy 0,01%
de la cantidad de mRNA presente en las muestras. Las reacciones fueron
realizadas en un volumen de 15,5 uL y consistian de los mRNAs, 2 ug de
partidor 6ligo dT, 12,5 mmoles de dATP, dGTP y dTTP, 125 umoles de dCTP, y
50 uCi de a**-dCTP. Las reacciones fueron sometidas a una temperatura de
70°C por 10 min, seguida una disminucién de temperaturas entre 65 y45°C (5
°C por minuto) y una etapa final a 42 °C por 10 minutos. Inmediatamente
después se agregd 12.5 ul. del buffer 2x de la enzima, 0,25 mmoles de DTT, 40
U de RNAsina (Promega®) y 200 U de Superscript Il. La mezcla final (25 L)
fue incubada por 2 horas a 42°C. Luego se inactivé la enzima a 70 °C por 15
minutos. EI RNA fue degradado agregando 5,3 uL de buffer M1 (0,2% SDS, 0,1
M EDTA, 1,7 M NaOH) a la reaccion e incubando ésta por 30 minutos a 68 °C.,
La solucién se neutralizé agregando 26 ul de buffer M2 (0,4 M Tris pH 7,4, 0,02
M HCI), después de lo cual la sonda fue purificada con el kit Qiaquick

Purification System (Qiagen®) y resuspendida en un volumen de 100 HL.
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4.- Obtencion de Datos.
4.1.- Obtencion de imagenes.

Las membranas hibridadas fueron expuestas en una pantalla Phosphor
(Kodak®) por tiempos variables para obtener imagenes en formato TIFF a una
resolucién de 50 um, con el equipo Personal Molecular Image FX (BioRad®),

mediante la utilizacién del software Quantity One® (BioRad®).

4.2.- Cuantificacién de las imagenes.

Las imagenes generadas fueron analizadas con el software VersArray
Analyzer (BioRad®), para lo cual se construyd una grilla de cuantificacion
usando el modo-de bsqueda automatica de grillas. Los nombres de cada punto
de siembra en estas grillas (*.gal) fueron asignados con el programa controlador
de!l sembrador, ChipWriter Compact (BioRad®), combinando archivos de
contenido de placa (*.txt) con archivos de coordenadas de siembra (*.vtk). Las
grilas etiquetadas permitieron asignar las mediciones de intensidad a las
muestras sembradas en los correspondientes puntos de siembra (de aqui en
adelante, llamados “spots”). Los siguientes parametros fueron cuantificados:
intensidad cruda, intensidad de ruido, intensidad neta, desviacién estandar del
ruido y 4rea del spof. Las tablas obtenidas en formato VersArray fueron

transformadas a formato Excel, para su posterior analisis.
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4.3.- Tratamiento y seleccion de datos.

Cuando las replicas de los spofs fueron sembradas en una misma
membrana, se calcul6 la intensidad neta promedio, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacién (CV) de las réplicas. Sélo se aceptaron los datos cuyas
réplicas tuvieran un coeficiente de variacién menor a 0,5. El coeficiente de
variacion se define como el cuociente entre la desviacion estandar de los
valores de intensidad para un grupo de réplicas, y el vaior promedio de éstas.

En el caso de los experimentos de expresion génica en frutos de
durazno, las réplicas correspondieron a 2 grupos de tres membranas idénticas
hibridadas dos veces contra sondas del mismo origen. De este modo se
obtuvieron datos provenientes de doce hibridaciones, seis correspondientes a la
condicién no harinosa (NH) y seis a la condicién harinosa (H). Los datos fueron
sometidos a los siguientes analisis:

1.- Comparacién entre réplicas: se compararon las membranas de cada grupo
de acuerdo a su distribucion de intensidades netas. Para ello se elaboraron
histogramas de distribucién de intensidad neta para cada una de las 12
hibridaciones en el programa SYSTAT v.10.0. Luego, se comparé cada uno de
los valores de hibridacion de las membranas con los de sus respectivas
réplicas, con el fin de verificar que el valor de intensidad de cada punto en las
distintas membranas fuera similar. Esta comparacion fue realizada mediante
una correlacion de Pearson (SYSTAT v.10.0). En conjunto con este analisis se

determind que el valor de correccion de Bonferroni para cada comparacion
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fuera cercano a cero, es decir, que las similitudes detectadas no se debian al
azar.

2.- Determinacién de la calidad de los puntos: en cada membrana, se aplicaron
los siguientes filtros de calidad:

*» Se eliminaron aquellos datos cuyo valor de intensidad neta fuera menor o
igual a cero.

» Se consideré como genes expresados a aquellos puntos cuyo valor de
intensidad neta fuera mayor a la desviacién estandar de ruido local:
gsig-noise = 1 — [bkg1 / (sig + bkg1)], donde sig es la sefial y bkg1 es el
valor del ruido local medido en la periferia del area del punto de siembra
(Wang y cols, 2001).

» Se asigné un puntaje de calidad (Qcom) a cada uno de los puntos, de
acuerdo a lo reportado en Wang vy cols. (2001). Este puntaje considera
parametros como el tamafio del punto (Gtam), la relacion sefial-ruido (gs.
r), la variabilidad del ruido local (qg.) y el exceso del ruido local (qrs). EI

puntaje de calidad esta definido por la formula:

Qcom = (Gam X Gsr X Qr1 X Qra)>2

3.- Normalizacién: con el prop&sito de comparar las sefiales de hibridacion

recuperadas entre distintas membranas, los datos fueron normalizados usando
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el valor promedio del control heterdlogo dapB, ya que éste fue adicionado en

cantidades iguales en la sonda provenientes de frutos no harinosos y harinosos.

4. Calidad de réplicas normalizadas: se calculo el CV de los datos
normalizados en las tres réplicas de cada tratamiento, aceptando a aquellos
genes con un valor de CV menor a 0,5. En aquellos grupos de réplicas que
presentaron un CV mayor a 0,5 se determind si existian réplicas cuyos valores
estuvieran alejados del valor promedio. Estos valores fueron eliminados y se

calculd el CV solo con las réplicas restantes.

5.- Determinacién de cambios significativos de expresion: se calculé el
estadistico t con el objetivo de detectar los genes que presentan cambios
significativos en su expresion entre las condiciones no harinoso y harinoso. Los
genes cuyo cambio de expresion fue significativo (p<0,05) fueron incluidos en la

Tabla VI (pagina 64).

4.4.- Analisis de dominios proteicos en secuencias de funcion

desconocida.

En el caso de encontrar secuencias diferencialmente expresadas, y que
hacian “match” con genes que codificaran para proteinas de funcion
desconocida, estas secuencias fueron sometidas a un analisis de dominios
proteicos utilizando la base de datos InterPro (Apweiler y cols., 2001), mediante

la interfaz de busqueda InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan).
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RESULTADOS.

1.- Optimizacion de parametros de siembra.
En esta primera parte del trabajo se describen los resultados obtenidos
durante la puesta a punto de los procedimientos de construccion de

macroarrays de DNA y obtencién de datos.

1.1.- Cuantificacion de las sefales.

1.1.1.- Obtencion de datos.

La lectura de las membranas se efectué mediante el uso de una
pantalla Phosphor (Kodak®), previamente expuesta a una fuente de radiacién
(membrana hibridada con la sonda radiactiva), en un Phosphor Scanner
(Personal Molecular Imager FX, BioRad®) a través del programa Quantity One
(BioRad®). El scanner tiene una resolucién méxima de 50 um y el rango lineal
de intensidades que detecta es de cinco érdenes de magnitud. La cuantificacion
de sefiales en membranas de Nylon se realizé mediante el programa de
cuantificacion VersArray Analyzer (BioRad®), a partir de imagenes en formato
TIFF.

El programa VersArray Analyzer tiene la capacidad de ubicar en la
imagen todos los spots del arreglo, identificarlos gracias a una matriz de texto
delimitado por tabulaciones que indica el contenido de cada pocillo de la placa

de siembra, asociar una celda de cuantificacion a cada uno de ellos y cuantificar
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la intensidad de los pixeles que se encueniran denfro de esta celda. Sin
embargo, el usuario debe contar con los archivos de siembra (*.gal) elaborados
por el programa controlador del robot sembrador (ChipWriter Compact,
BioRad®), el cual combina un archivo de texto (*.txt) que porta informacion
acerca del contenido de cada pocillo en la placa fuente, con la informacién de
un archivo de siembra (*.vrk) que indica el lugar de la membrana donde se ha
sembrado el contenido de cada pocillo. Este archivo (*.gal) debe ser
incorporado en el programa de cuantificacién en el momento de construir la
“grilla de cuantificacién” (conjunto ordenado de las celdas de cuantificacion
correspondientes a todos los spots del arreglo), ya que con él cada celda de
cuantificacién estara debidamente identificada en relacion con el origen de la
muestra sembrada en el punto correspondiente. Este procedimiento se resume
en el diagrama de flujo mostrado en la Figura 1.

Luego de alinear todas las celdas de la grilla con todos los spots del
arreglio, el programa cuantificador arroja una tabla de datos que contiene los
valores de intensidad cruda, intensidad de ruido e intensidad neta para cada
celda de cuantificacion (previamente etiquetada). Esta tabla de datos puede ser
exportada desde VersArray Analyzer hasta Microsoft Excel (Microsoft®), donde

los datos pueden ser analizados.

1.1.2.- Medicién de la intensidad cruda.

Si bien el software VersArray Analyzer ofrece diferentes modalidades de

cuantificacién de las intensidades de hibridacion, se decidié medir la intensidad
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s Archivo de placa Archivo de
H
e (*.txt) siembra (*.vrk)
Phosphorimager, ChipWriter
Quantity One® Compact
Imagen de la Etiqueta de la
hibridacion (*.tif) grilla (*.gal)
VersArray
Analyzer

l

Grilla Etiquetada

VersArray
Analyzer

Tabla de datos

Figura 1. Obtencién de datos desde membranas de macroarrays. Las imagenes de las
membranas de macroarrays fueron obtenidas mediante el programa Quantity One (Biorad).
Previo a la lectura de las membranas hibridadas, se identificé la posicion de cada DNA
sembrado en la membrana mediante la generacion de un archivo *.gal. Posteriormente se
ajusté una grilla a cada imagen obtenida en la hibridacion, lo que permitid la cuantificacion
adecuada de la intensidad de cada spot. Los datos generados mediante esta cuantificacion
fueron exportados a Microsoft Excel, para su analisis.
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del spof como la mediana de los valores de intensidad para todos los pixeles
dentro de la celda de cuantificacion, ya que de este modo se descartarian los
pixeles cuyos valores se escaparon de la tendencia promedio en la celda de
cuantificacién. Esta forma de medir Ia intensidad cruda dentro del spot ha
ganado aceptacion en trabajos recientes (Herwig y cols., 2001; Nogueira y cols,

2003).

1.1.3.- Medicién de la intensidad del ruido y célculo de la intensidad neta.

Para cuantificar la intensidad de hibridacion en los spots, s necesario
determinar en primer t&rmino, la intensidad del ruido. El ruido puede originarse
por hibridaciones inespecificas de la sonda con la membrana, sefiales
residuales de spots vecinos e irregularidades de la superficie de la membrana,
las que en conjunto resultan en un valor de ruido que varia en cada punto del
arreglo, lo que hace inconveniente utilizar un mismo valor de intensidad de ruido
para todos los spots. Una solucion mas adecuada consiste en corregir la
intensidad cruda con el valor de intensidad de los pixeles que se encuentran en
el area comprendida entre la celda de cuantificacion y un cuadrado circunscrito
a elia. Esta modalidad, llamada “area de esquinas locales, tiene la ventaja de
considerar sélo espacios “entre spots”. Con ello, nuestro sistema de
cuantificacion de las intensidades netas de los spots consistira en restar el valor

de ruido local (mediana de los valores de intensidad de los pixeles que se
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encueniran en el area de esquinas iocales) al valor de intensidad cruda

(mediana de los valores de intensidad de todos los pixeles de la celda).

1.2.- Determinacion de los parametros de siembra

Se utilizaron 24 diluciones de un DNA plasmidial para obtener 0 a 90 ng
de DNA por spof (2.12x107 a 1.4x10" moléculas/spot, Fig. 2, panel A). Estas
diluciones fueron sembradas en 6 grupos o supergrillas (Fig. 2, panel B) con
una separacion entre spofs de 1200 ¢ 1800 uym. Ademas, cada dilucién fue
depositada 1, 3 y 5 veces en el mismo lugar con el propédsito de variar la masa
del DNA. De este modo, el conjunto de diluciones fue sembrado de 6 maneras
distintas en 6 lugares diferentes de la membrana. Cada dilucién fue sembrada
en duplicado para examinar el nivel de variacién que entrega cada modalidad
de sembrado (Fig. 2, panel C). Estas membranas fueron hibridadas con 330 ng
de una sonda generada a partir del oligonucleétido T7 (20 pb) marcado con
Y2dATP utilizando el fragmento Klenow de ia DNA polimerasa de E. coli. Esta
sonda tiene un 100% de identidad con la secuencia del promotor T7, presente
en el vector sembrado (pGEM-T Easy, Promega®). Utilizando este disefio
experimental evaluamos:
a) Cantidad de DNA a sembrar: En |a Figura 3 podemos observar una relacién
lineal entre la Intensidad Neta y la cantidad de DNA sembrado. En ambos

graficos, el valor de Ia intensidad neta supera al valor de la intensidad de ruido a
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Figura 2. Parametros de siembra. Veinticuatro diluciones (2.12x10° a 1.4x10"
moleculas/spot) del vector pGEM-T Easy (Promega) dispuestas en una placa de 96 pocillos (A)
fueron sembradas en duplicado en la membrana de nylon para generar una supergrilla (B), la
cual fue sembrada en 6 modalidades distintas en cuanto a separacion entre spots y numero de
siembras por spot (C). Estas membranas fueron hibridadas con 330 ng del oligonucleatido T7
marcado con y*-dATP.
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partir de 6 x 10° moléculas de DNA blanco (20 ng de DNA plasmidial),
correspondiente a la cantidad de DNA que permite distinguir claramente (razén
intensidad bruta / intensidad del ruido > 2) el valor de la intensidad del spot del
valor del ruido local.
b) Distancia entre los spofs: Un punto importante a considerar en la
elaboracion de macroarrays de cDNA es determinar la distancia entre los spofs.
Si esta distancia es pequefia, la membrana tendra capacidad para un mayor
nimero de spots. Sin embargo una distancia muy reducida puede dar origen a
interferencias entre las sefiales de spots vecinos, lo cual aumentaria el ruido y
resultaria en una pérdida de sefial. El efecto de la distancia entre spots, se
ilustra en Ia Figura 3.

Con una distancia de 1800 ym, el nivel de ruido se mantiene constante
(Fig. 3B), mientras que con 1200 um, el ruido aumenta con ia intensidad neta
(Fig. 3A). La correlacién Intensidad Neta/DNA blanco es superior cuando los
spots se encuentran separados por una distancia de 1800 ym (R = 0,96)
comparada con la obtenida para los spots sembrados cada 1200 ym (R = 0,88).
Al calcular la desviacion estandar (o) de todos los datos de ruido para ambas
configuraciones de sembrado, vemos que la ¢ para la separacién de 1200 um
es dos veces mayor que la obtenida para la separacion de 1800 gm. En
conclusion, una distancia de 1800 um permite que los datos obtenidos sean de

mejor calidad, ya que existe un mejor ajuste lineal, una menor variacién y una
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mayor razén intensidad bruta/intensidad del ruido, aun cuando se disminuya la

densidad de spots.
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Figura 3. Cantidad o6ptima sembrado y distancia entre spots. Con el proposito de
determinar la cantidad de DNA que permite obtener una intensidad neta detectable sobre la
intensidad del ruido local se cuantificaron las intensidades netas y las intensidades de ruido de
las sefales de hibridacion mostradas en la Figura 2. Se correlacion6 la cantidad de DNA
sembrada en cada spot con el promedio de los valores de intensidad de cada par de spots
(replicas) y se calcul6 el coeficiente de correlacion lineal. Panel A: datos obtenidos a partir de
membranas en las cuales la distancia entre spots fue de 1200 um; B: datos obtenidos a partir
de membranas en las cuales la distancia entre spots fue 1800 um. En el gréfico los rombos
azules (@) indican el valor de intensidad neta y cuadrados borde fucsia ([_]) muestran la
intensidad del ruido local.
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c) Nimero de siembras por spot (prints): Como se demostrs anteriormente,
la intensidad de sefial auments linealmente con la cantidad de DNA blanco
sembrado, de modo que aumentando la cantidad de DNA blanco, podemos
aumentar nuestro limite de deteccién. Sin embargo, obtener muestras
concentradas de DNA es costoso, de manera que una opcidn es aumentar la
masa de DNA mediante siembras repetidas en el mismo punto. Con el fin de
determinar como influye la siembra repetida en la variacion de las intensidades
de hibridacion se calculd el Coeficiente de Variacion (CV) entre spots
depositados en duplicado. Mientras mayor el valor de CV, menor la calidad del
dato, se ha descrito en la literatura que un valor aceptable de CV para las
replicas es 0,5 a 0,25 (Nogueira y coals., 2003: Tseng vy cols., 2q01). En los
graficos de la Figura 4 se comparan los valores de CV obtenidos para spofs en
los cuales la muestra se ha depositado una, tres 6 cinco veces en el mismo
punto de la membrana. En general, a mayor nimero de siembras por punto,
aumenta la calidad de los duplicados (CV mayor a 0,25), es decir, disminuye la

variabilidad de las sefiales.

1.3.- Determinacién del tipo de DNA blanco a sembrar.

Con el propésito de determinar qué tipo de DNA blanco es el mas
adecuado para los ensayos de hibridacién en membranas de Nylon, se
sembraron, por duplicado, cinco diluciones de: a) DNA plasmidial conteniendo
el inserto correspondiente al cDNA de expansina 1 (exp 1) de Prunus persica; b)

producto de PCR del cDNA de exp1 (obtenido mediante Ia amplificacion del




42

1 o [ s
‘ I ! 7| i -
031 ! e 0,9 1 : s |
‘go,af ‘ ;‘ 5 081 L |
& 07 - : L7 2074 P ‘
go.s— ey & 08 // \
8 05777 i ) O ah o ' | ‘ B U m——— e e e ‘
8 04- { 8 041 ¢
| @ ' - H | HE
|'-’> 034 ... i : ‘ ‘ w03 1 Lol |
| D 021 g [} o ool ® e |
“oe_ .7 | [ ° ‘ . | °
L o4 - 2 LA ® b4 0,1 1 J/. *
- eo. ' . %% |
‘ 0 + a® . ; ; 0+ -
0 02 04 08 08 1 ‘ 0 02 04 08 08 1
L CV 1 siembra/spot \ CV 3 siembras/spot J
C T - ]
: ol
‘ 09 4 " 7 }
g el : P ;
2 e N
* ] ' -
EE
R e e mm————— e ®-----1
E i : # i \
® s P § 4 = |
S b e i e | |
Q 02 -. z..‘. L : |
‘ 01 . : - | ‘
‘ 0 t’—L ® e h L ] .
* 0 02 04 06 08 1
L CV 1 siembra/spot ‘

Figura 4. Variabilidad atribuible a la siembra repetida. Con el proposito de comparar la
variacion en la intensidad neta atribuible al nimero de siembras en el mismo punto, se calculd
el coeficiente de variacién (CV) de las intensidades netas medidas en spots sembrados en
duplicado (Figura 2).Panel A: comparacion de los CV obtenidos para 1 y 5 siembras/punto;
Panel B: comparacion de los CV obtenidos para 3 y 5 siembras/punto; Panel C: comparacion
de los CV obtenidos para 1 y 3 siembras/punto. Las lineas rojas indican un valor de CV igual a
0,5, en tanto que las lineas verdes indican un valor de CVigual a 0,25.

inserto); y c¢) producto purificado del PCR del cDNA de exp1, en tres regiones
de una misma membrana. Las membranas fueron hibridadas con 200 ng de un
fragmento de DNA correspondiente al transcrito de exp1 (650 pb), marcado con
o*?dCTP.

Como se observa en la Figura 5, el producto purificado de PCR presenta

una mayor recuperacion de sefial, en funcion del aumento en su concentracion,
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mientras que el PCR no purificado presenta valores intermedios. La menor
recuperacion de sefial obtenida con el DNA plasmidial (menor pendiente) se
debe a que sdlo el 14,25% de la masa sembrada corresponde al inserto, en
este caso, nuestro DNA blanco.

Estos resultados indican que la mayor recuperacion de sefial por mol de
moléculas sembra}das se obtiene sembrando el producto purificado de PCR. Sin
embargo, en términos practicos, la obtencién de estos productos purificados es
muy costosa en tiempo y recursos, por lo que decidimos sembrar el producto no

purificado de PCR, que presenta una adecuada recuperacion de sefial.

1.4.- Reproducibilidad en la medicion de la seial.

Con el propdsito de evaluar la reproducibilidad de los eventos de.hibridacion, se
utilizaron tres membranas idénticas obtenidas bajo las mismas condiciones de
siembra. Estas membranas contenian 96 productos de PCR obtenidos desde
una genoteca de Drosophila melanogaster, sembrados en duplicado. Cada una
de las membranas fue hibridada con sondas complejas provenientes de RNA
total de D. melanogaster, marcadas con a2dCTP, las que fueron sintetizadas
en tres eventos independientes. Una inspeccion visual de las sefiales, indica
que a tiempos iguales de exposicion, los niveles de intensidad en los tres

experimentos son equivalentes (Fig. 6B).
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Figura 5. Determinacion del tipo DNA blanco. Se sembraron en duplicado 5 diluciones
de tres tipos de DNA: DNA plasmidial conteniendo un inserto de 650 pb delL gen exp1,
producto de PCR de exp7, y producto purificado de PCR de exp? en membranas de nylon.
Estas fueron hibridadas con el cDNA correspondiente a exp?, marcado con o*’dCTP. Los
cuadrados negros (m) indican los valores de intensidad neta obtenidos a partir de productos
purificados de PCR, en tanto que los cuadrados blancos (o) y los circulos negros (e)
representan a los valores de intensidad obtenidos sembrando productos de PCR sin
purificar y DNA plasmidial, respectivamente.

Esto ultimo queda demostrado al realizar un analisis estadistico de la
desviacion estandar de los valores logaritmicos de intensidad neta para cada
experimento (01=0,38, ¢2=0,40, ¢3=0,40). En la Figura 6A, se encuentra
graficada la comparacion entre los valores logaritmicos de la intensidad de cada
Spot para cada experimento, se observa una distribucién espacial similar en las

tres comparaciones realizadas. Ademas, existe una alta correlacion entre los
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niveles de intensidad de los distintos experimentos (mediana=0,84), lo cual

indica una buena reproducibilidad de los experimentos de hibridacion.
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Figura 6. Reproducibilidad en los ensayos de hibridacién. Productos de PCR provenientes
de 96 clones de una genoteca de cDNA fueron sembrados en duplicado en tres membranas de
nylon idénticas, las cuales fueron hibridadas, de forma independiente, contra una muestra
compleja de cDNA marcado con o*?dCTP. Las imagenes de las hibridaciones se muestran en el
panel A. Con el propdsito de evaluar la reproducibilidad de los ensayos de macroarrays, los
valores logaritmicos de intensidad neta para cada hibridaciéon fueron comparados entre si,
determinéndose las correlaciones entre los datos de experimentos independientes, las cuales
se muestran en el panel B.

1.5.- Sensibilidad.

La sensibilidad en un experimento de hibridacién en macroarrays de DNA
es un parametro importante, pues indica el nivel minimo de abundancia de un
transcrito que puede ser detectado. Con el objeto de determinar la sensibilidad
de nuestros ensayos de hibridacion, se elaboraron tres membranas en las que

se sembraron en triplicado doce productos de PCR provenientes de una
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genoteca de D. melanogaster y doce diluciones del cDNA bacteriano dapB, el
cual no tiene homologia con transcritos de eucariontes.

Por otra parte, se elaboraron tres mezclas de RNA, conteniendo 10 yg de
RNA total de D. melanogaster y distintas cantidades del mRNA de dapB, que
correspondfan al 1%, 0,1% y 0,01% de la cantidad estimada de mRNA presente
en la muestra de RNA total. Se asume que la fraccion del mRNA es un 2% del
RNA ftotal, de manera que la cantidad de mRNA de D. melanogaster presente
en 10 pg de RNA total es 200 ng. Asi, las masas del mRNA bacteriano
adicionadas al RNA eucarionte corresponden a 2 ng, 0,2 ng y 0,02 ng. Cada
mezcla fue marcada con o®2-dCTP y luego hibridada con cada una de las
membranas anteriormente descritas.

En el grafico de la Figura 7 podemos observar que la intensidad de
hibridacién en los spots correspondientes al gen dapB aumenta linealmente en
funcion de la cantidad de DNA sembrado. Este resultado nos indica que en
nuestros ensayos de hibridacién podemos detectar transcritos con una
abundancia minima de un 0,01% (0,02 ng del transcrito). De acuerdo con Kane
y cols. (2000) existen 360.000 copias o especies de mRNA por célula
eucarionte, 1o que corresponde a 0,001 ng de mRNA. Si la cantidad total de
mRNA usada en nuestro ensayo fue de 200 ng (cantidad mRNA que proviene
de 200.000 células) y nuestra cantidad minima de mRNA detectable es de 0,02
ng (correspondiente a 7.200.000 copias), nuestro método nos permite detectar

7.200.000 copias mRNA en 200.000 células, es decir, 36 copias mRNA/célula.
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Figura 7. Sensibilidad en las hibridaciones en macroarrays. Para evaluar la cantidad
minima de franscritos detectable en nuestros ensayos, se llevaron a cabo 3 hibridaciones
utilizando membranas conteniendo doce productos de PCR provenientes de una genoteca

de D. melanogaster y doce diluciones del
hibridadas por separado con tres cDNA
contenian distintas proporciones del mRNA dapB

cuantificados y graficados contra
correspondiente. (+), 1% dapB; (m), 0,1

1.6.- Conclusiones.

gen heterdlogo dapB. Estas membranas fueron
sintetizados a partir de mezclas de RNA que
. Los datos de intensidad neta fueron

la cantidad de DNA depositada en el spof

% dapB; y (A), 0,01% dapB.

De este modo, con este conjunto de pruebas de optimizacién y eficiencia

de la técnica implementada, logramos definir aspectos basicos en ia

manufactura de arreglos de DNA en membranas de nylon y en la ejecucion de

los experimentos de hibridacién. En resumen, acerca de los objetivos 1 y 2

podemos decir que:
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. Se definid el método de adquisicion de datos:
Int. Neta (med) = Int. Cruda (med} - Ruido local (med)
. Se determinaron las siguientes condiciones de siembra:
v la distancia entre spots seré de 1800 pm.
v Ia cantidad minima total a sembrar por spof es de 6 x 10° copias
de DNA blanco.
v en cada spof la siembra se repetira 5 veces al menos.
v se sembrara DNA en forma de productos de PCR sin purificar.
« Encontramos que la reproducibilidad de método implementado es de un
nivel aceptable,
« Se logrd determinar la sensibilidad del método, pudiéndose detectar
transcritos con una abundancia mayor a un 0.01%.
Una vez conocido el desempefio del método, estamos en condiciones de

ejecutar experimentos de expresion génica en un sistema biolégico de interés.

2.- Estudio de la expresion de genes relacionados con el fenémeno de
harinosidad en Prunus persica.

Con el fin de aplicar la técnica de macroarrays de cDNA a un problema
de interés biotecnolégico, se disefiaron experimentos de hibridacion para
identificar genes cuya expresion se ve afectada en frutos de durazno cuando

éstos son expuestos a bajas temperafuras. A continuacion se describe el
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proceso de seleccion de genes a analizar, de muestras biolégicas y los

resultados obtenidos de los experimentos de macroarrays.

2.1.- Seleccion de genes.

Con el propésito de centrar nuestro estudio de expresion génica en el
problema de la harinosidad en frutos expuestos a bajas temperaturas, se disefio
una estrategia de seleccion de genes relacionados con los procesos de:
metabolismo de pared celular, metabolismo de etileno, maduracion y stress por
frio en durazno. La seleccién se hizo a partir de una genoteca de ESTs
generada en la Universidad de Clemson (South Carolina, EUA). Esta genoteca
estaba compuesta de 16.512 clones, de los cuales 3.843 corresponden
unigenes. Las secuencias de los 3.843 ESTs fueron alineadas contra la base de

datos de CDS de Arabidopsis thaliana (ftp://ftp.arabidopsis.org/

home/tair/Sequences) utilizando los algoritmos BlastN y tBlastX, de acuerdo con

el procedimiento descrito en Materiales y métodos, y luego seleccionadas
manualmente de acuerdo con los criterios descritos en la Tabla |. De este modo
se seleccionaron 880 clones de la genoteca, segun su similitud con genes de
Arabidopsis thaliana y su posible participacion en procesos biol6gicos
particulares. El método de busqueda utilizado se resume en el diagrama de flujo

de la Figura 8.




50

‘i848 unigene?l

Blast-n l

I tBlast-x

3848 clones con
ID asignado

3848 clones con
ID asignado

Seleccién manual
de genes y

limpieza

redundancia

por

v

L1315 clones 1 [ 325 clones |
Filtro
E value
<1010 v

ones l

880 clones
seleccionados

Figura 8. Proceso de seleccién de los

membranas de macroarrays.

genes que fueron sembrados en las

2.2.- Siembra de los clones seleccionados en membranas de nylon.

Los 880 clones seleccionados fueron crecidos en medio liquido, y

alicuotas de 5 uL de cada cultivo fueron usadas en la amplificacion por PCR de

los respectivos insertos. Estas reacciones fueron analizadas mediante geles de

agarosa y solo aquellas reacciones que

seleccionadas para la siembra en memb

presentaran una banda Unica fueron

ranas. Un ejemplo de estos geles se

muestra en la Figura 9. Si la amplificacion generaba mas de una banda, el clon

volvia a ser inoculado en medio liquido y

la reaccién de PCR era repetida. Si el

clon nuevamente amplificaba mas de una banda, el inserto era amplificado
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desde el DNA plasmidial del clon. De este modo se logré amplificar casi la
totalidad de los clones seleccionados desde la genoteca Clemson (99%).

PM.A1 A2 A3 A4 A5 A8 A7 A8 A9 A10A11A12 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7

500 m—)

P.M.F7 F8 F9 FI0F11F12G1 G2 G3 G4 G5 GB6 G7 G8 G9 G10 G111 G12 H1
2000=—>
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P.M. H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 HIH10 H11H12

2000 =

1000 =—b-
500 =

Figura 9. Verificacion de la calidad de los productos de PCR seleccionados. Los clones
seleccionados fueron amplificados mediante PCR a partir de cultivos bacterianos. Estos
productos (5 ulL) fueron fraccionados en geles de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de
etidio para verificar la especificidad de la reaccién de PCR. Aguellos productos que presentan
una banda unica calificaron para ser sembrados en las membranas (circulos verdes, Q),
mientras que los productos que presentaron mas de una banda (circulos rojos, Q) no
calificaron, y sus reacciones fueron repetidas hasta lograr obtener una banda Unica. Los
nimeros sobre cada carril indican la ubicacion del producto de PCR en la placa fuente. P.M.:
marcador de peso molecular de 100 pb.

Los productos de PCR tanto de los genes control como los que fueron
seleccionados de la genoteca Clemson fueron transferidos a 10 placas de 96

pocillos, de manera que cada placa contuviera 88 genes y 8 secuencias
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controles (controles de expresidn constitutiva tub2 y act?, control positivo-exp17,
tres diluciones del control heterdlogo dapB, controles negativos pGEM-t easy
sin inserto y agua). Con el fin de disminuir la variacion en la cantidad de DNA
sembrado, cada producto de PCR fue depositado seis veces en el mismo punto.
El producto de cada gen fue sembrado en un solo lugar de la membrana y los
genes controles fueron depositados 10 veces en ella. De este modo se

elaboraron seis membranas que contenian 960 spots cada una.

2.3.- Obtencién de RNA para experimentos de hibridacién.

Utilizamos el método de Meisel y cols. (2005), que permite extraer RNA
total desde tejidos vegetales que poseen una alta concentracion de
polisacaridos y compuestos fenélicos. De los RNA obtenidos por este método,
solo fueron aceptados aquellos que presentaran una concentracién final sobre
los 70 pg/ul y que tuvieran un grado de pureza aceptable de acuerdo con los
criterios reportados en la bibliografia (Ojaniemi y cols., 2003).

Las muestras presentaran valores de razones de absorbancia Azsor280
entre 1,8 y 2,1 y de Agsoeo entre 1,7 y 2,0 (Tabla Ill). Adicionalmente se
examind la integridad de las muestras de RNA extraidas segln el patrén
electroforético de los rRNA 28S y 18S en geles de agarosa, considerandose
que la integridad de la muestra era aceptable cuando la banda correspondiente
al rRNA 28S era al menos 2 veces mas intensa que la banda del rRNA 18S. Los
patrones electroforéticos de los RNA total utilizados en las hibridaciones se

muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Verificacién de la integridad de los RNAs extraidos. Cuatro muestras de
duraznos O’Henry, dos correspondientes a un fruto NH y dos correspondientes a un fruto H
fueron sometidos a extracciones de RNA total por el método descrito en Meisel y cols.
(2005). Estos extractos fueron resueltos en geles denaturantes de agarosa al 1% v tefiidos
con bromuro de efidio para visualizar su integridad. Las flechas indican las bandas
correspondientes al rRNA ribosomal 288, 16S y 5S. Un asterisco ( * ) sefiala a aquellos
extractos utilizadas en los posteriores ensayos de hibridacion.

Tabla Ill.- Concentracién y calidad de los RNA totales obtenidos en dos extracciones
independientes de RNA, para las muestras de duraznos no harinoso (NH) y harinoso (H). Un
asterisco ( * ) sefiala a aquelios extractos utilizadas en los posteriores ensayos de hibridacion.

Muestra [RNA] (mg/mL} A 260/240 A 260/280
NH* 2,48 2,05 1,82
NH 4 1,94 1,75
H* 1,2 1,69 2.1
H 6,5 2,1 1,75

El mRNA poli-(dA)" fue purificado a partir de las muestras de RNA total
usando una resina comercial que funciona en base a la afinidad de
oligonucledtidos dC1edT30 por las colas de poli-(dA) presentes en [os mRNA. El

motivo de exiraer RNA poli-(dA)" desde RNA total es aumentar la proporcion




estadfstica de transcritos de mRNA en la muestra. Para cerciorarnos de que no
existia degradacion del mRNA, se sintetizé cDNA desde cada una de las
muestras de mRNA, y mediante PCR se amplificé un grupo de genes presentes
en los macroarrays y que deberian estar expresados en los duraznos
estudiados (ver Materiales y Métodos, Tabla I). Si la amplificacién de uno o
mas genes fallaba en alguna muestra, entonces ésta no era utilizada para la
sintesis de la sonda. Los resultados de las reacciones de PCR se muestran en
la Figura 11, donde se puede observar que todas las bandas obtenidas son del
tamafio esperado, lo que nos indica a su vez que al menos los cuatro transcritos

analizados estarian integros en los mRNA purificados.
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Figura 11. Verificacién de la calidad de los mRNA. cDNA de hebra simple fue sintetizado
a partir de los mRNA de frutos NH y H y utilizado como sustrato en reacciones de PCR con
partidores de especificos para cuatro genes de P. persica. acot: 1-aminociclopropano -1-
carboxilato oxidasa, AF532976; efr: receptor de etileno, AF396830: exp. Expansina 1,
AB029083; SRprot: proteina de stress por acido abscisico, AF317032). MW: estandar de
peso molecular 200 pb. Los carriles indican la muestra utilizada como sustrato para la
reaccion por PCR: NH, ¢DNA de durazno no harinoso; H, cDNA de durazno harinoso: Carril
*+, control positivo de DNA plasmidial cuyo inserto corresponde a cada gen analizado.

2.4.- Ensayos de hibridacién.
Estos experimentos tienen como objetivo comprobar que el método de

confeccién de arreglos de DNA es (il para detectar cambios significativos en la
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expresion de genes involucrados en un proceso bioldgico particular. En nuestro
caso el proceso a analizar es el fenomeno de la harinosidad, el cual -como se
menciond anteriormente- se genera por una exposicion de los frutos de durazno
a bajas temperaturas por un tiempo prolongado (15-30 dias). Para eilo se
obtuvieron muestras de mRNA a partir de un fruto que no fue expuesto a frfo
(fruto maduro y no harinoso; NH) y de un fruto expuesto a frio (fruto maduro y
harinoso; H), las que sirvieron como templado en dos eventos de sintesis de
cDNA de hebra simple. En el primer evento se marcaron por separado 70 ng de
mRNAs extraidos de frutos NH y H, a los que s& adiciond 0,2 ng de mRNA
dapB, sintetizado in vitro. De manera similar en el segundo evento se marco por
separado 150 ng del mRNA de frutos NH y H. El mRNA externo dapB sirvio
como MRNA de referencia ya que su proporcion en la muestra a marcar es
conocida y constante.

| as sondas sintetizadas a partir de 70 y 130 ng de mRNA de frutos NH y
H fueron hibridadas, en eventos independientes, con tres membranas idénticas,
obteniéndose doce imagenes. En la figura 12 se muestran dos membranas
representativas, una hibridada con Ila muestra de durazno NH v la otra con la
sonda proveniente de frutos H. En esta figura podemos distinguir algunos
puntos de hibridacion cuyas intensidades cambian entre las hibridaciones. Se
sefialan, ademas, algunos de los controles sembrados en la membrana,
incluyendo al conirol interno dapB y controles negativos como agua y producio

de PCR de vector sin inserio (lamado MCS).
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Figura 12. Hibridacién en membranas de macroarrays. En los ensayos de hibridacién, 70 o
150 ng de mRNA de muestras no harinosas y harinosas fueron utilizados para sintetizar sondas
complejas de cDNA marcadas con [oc-32P]dCTP, las que fueron hibridadas con membranas
idénticas. El panel A corresponde a una imagen representativa obtenida con el programa
Quantity One (BioRad) luego de la hibridacién con la sonda proveniente de una muestra de
fruto NH. El panel B corresponde a la hibridacién con la sonda de un fruto H. Los recuadros
dentro de las imagenes, que se encuentran aumentados en la parte inferior muestran 9 puntos

de siembra que presentan claras diferencias de intensi
harinosas. La hibridacién no especifica fue examinad
vector vacio pBluescript || SK
en el circulo 3 representan la sefial para el cDNA del gen dap que hibrida con el sp

dad entre las muestras no harinosas y
a utilizando puntos que representan al
() (flechas en circulo 1) y agua (flechas en circulo 2). Las flechas
ike RNA.

2.5.- Adquisicion y analisis de datos.

Luego de cuantificar las intensidades de los puntos de hibridacién para
cada una de las doce imagenes obtenidas, se llevo a cabo un analisis de los
datos obtenidos con el objetivo de descartar datos poco confiables. Este

analisis comprendioé cuatro etapas: 1) Comparacién entre réplicas: 2) Seleccion
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de datos de buena calidad; 3) Normalizacién; y 3) Determinaciéon de cambios

significativos en la expresién de genes.

2.5.1.- Comparacion entre réplicas.

Con el propésito de examinar la distribucion de las sefiales en cada una
de las membranas analizadas, se confeccionaron histogramas de valores de
intensidad neta para cuatro grupos de imégenes, estos correspondian a los
triplicados de las mem‘branas que fueron hibridadas con: sondas generadas a
partir de 70 ng de mRNA de la muestra de durazno NH, 150 ng de mRNA de la
muestra de durazno NH, 70 ng de mRNA de la muestra de durazno H, y 150 ng
de mRNA de la muesira de durazno H. En cada grupo de hibridaciones el
conjunto total de sefiales se comporta de manera similar en las tres membranas
(Fig. 13). Para las hibridaciones con muestras provenientes de frutos NH, las
sefiales obtenidas usando 70 ng de mRNA (Fig.13a) muestran una distribucién
casi idéntica al conjunto de las sefiales provenientes de las hibridaciones con
150 ng de mRNA (Fig.13b), observandose para ambas que el mayor nimero de
punios de hibridacién posee un nivel de intensidad de alrededor de 0,06
unidades arbitrarias de intensidad. Si bien ambos grupos de membranas
hibridadas con mRNA de la muestra de durazno H se comportan de forma
similar (Figs. 13c y 13d), la mayoria de las sefiales se agrupa alrededor de 0
unidades arbitrarias de intensidad, sugiriendo que en la condicion harinosa
puede existir un menor nivel en la expresion de genes. Podemos concluir que

las distintas muestras de mRNA mostraron diferentes distribuciones de sefiales
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Figura 13. Comportamiento de las sehales de hibridacion en macroarrays. Con el
propésito de evaluar la distribucién de las intensidades de sefal obtenidas en los
experimentos de hibridacién, los datos obtenidos fueron agrupados en distintos rangos de
intensidad, para luego generar histogramas utilizando el programa SYSTAT 2.0. Panel A,
Réplicas O2A_5, usando 70 ng de mRNA; Panel B, Réplicas O2A_5, usando 150 ng de
mRNA: Panel C, Réplicas O4Y_8, usando 70 ng de mRNA; Panel D, Réplicas 04Y_8,

usando 150 ng de mRNA.
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y que ademas el comportamiento de las intensidades en las membranas
hibridadas con distintas cantidades de sonda se mantuvo uniforme. Si bien las
réplicas tuvieron un comportamiento adecuado en cuanto a la distribucién de
sus sefiales, debemos comprobar si cada punto tiene un valor comparable en
las distintas réplicas. Para saber si los datos dentro de cada membrana podrian
ser comparados con los datos de las demas membranas, se calculd el
coeficiente de correlacién de Pearson entre los 060 datos de cada una de las
membranas y las restantes cinco que habian sido hibridadas con sondas

provenientes de un mismo fruto (Tabla IV).

Tabla IV. Coeficientes de correlacion de Pearson para las réplicas de hibridaciones. Estas se
obtuvieron comparando cada una de las & membranas y sus réplicas. Las membranas fueron
hibridadas con sondas provenientes de frutos NH (A) o H (B).

A M170ng |[M270ng [M370ng |M1150n M2 150 ng | M3 150 ng
M170ng 1

M2 70 ng 0,857 1

M3 70 ng 0,693 0,791 1

M1150 ng 0,788 0,79 0,715 1

M2150ng | 0,637 0,758 0,695 0,671 1

M3150ng | 0,709 0,806 0,726 0,773 0,748 1

B M170ng | M270ng | M370ng |M1150ng | M2 150 ng [ M3 150 ng |
M1 70ng 1

M270 ng 0,551 1

M3 70 ng 0,624 0,651 1

M1150ng | 0.486 0,692 0,655 1

M2150ng | 0,684 0,505 0,498 0,505 1

M3150ng | 0.8 0,641 0,641 0,719 0,753 1

Existe una mejor correlacion entre [os datos obtenidos de las

hibridaciones con sondas provenientes del mRNA de la muestra de durazno
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NH, ya que el valor minimo de correlacion es de 0,637 (Membrana 5 vs.
Membrana 1). Para el caso de las membranas hibridadas con sondas
provenientes del mRNA de la muestra de durazno H existe un valor minimo de
correlacién de 0,486 (Membrana 4 vs. Membrana 1). Sin embargo, en la mayor
parte de las comparaciones se obtiene un valor de correlacién mayor a 0,5, lo
que nos indica que el valor de intensidad para un spof cualquiera en una
membrana es comparable con el mismo spof en las dem&s membranas.
Adicionalmente se calculd el coeficiente de correccién de Bonferroni para cada
comparacion (n=960). La correccion de Bonferroni es un ajuste estadistico para
multiples comparaciones usada cuando se hacen varios célculos estadisticos
simultaneamente y se utiliza para evitar falsos positivos en andlisis de una gran
cantidad de datos. En este estudio se obtuvo para todas las comparaciones un
valor cercano a cero, lo cual nos indica que las similitudes entre las sefiales de
las distintas réplicas, reflejadas en los coeficientes de Pearson, no se deben al
azar.

En conclusién, en base a los resultados mostrados anteriormente,
podemos afirmar que es posible considerar a cada conjunto de membranas

hibridadas con el mismo RNA como réplicas validamente comparables.

2.5.2.- Seleccion de datos de buena calidad.
El primer filiro empleado para seleccionar los datos fue descartar
aquellos cuyo valor de intensidad neta fuera igual o menor que cero. Asi,

estamos desechando en cada réplica a todos los genes cuya intensidad de
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hibridacién estuvo bajo el nivel de lectura detectable por el equipo. Luego de
aplicar este filtro se recuperaron 942 datos para las hibridaciones utilizando
sonda sintetizada a partir de la muestra de durazno NH y 925 para las
hibridaciones utilizando una sonda sintetizada a partir de la muestra de durazno
H, lo cual representa un 98% y un 96% de los datos iniciales, respectivamente
(Tabla V).

El segundo filtro estd destinado a descartar a aquellos datos con
intensidad neta positiva que presentan un nivel cercano al ruido local, y que por
lo tanto son poco confiables. Previo a ello, debemos determinar el nivel minimo
de intensidad neta que debe presentar una sefial de hibridacién para ser
aceptada como confiable (punto de corte). Para ello se midié la cantidad de
datos recuperados en cada hibridacién después de variar el valor del punto de
corte entre 0 y 2 veces la desviacion estandar del ruido local. Se observé que
un 55% y un 30% de los datos obtenidos a partir de hibridaciones con muestras
de duraznos NH y H respectivamente, presentaron valores de intensidad
superiores a la desviacion estandar del ruido local. Los porcentajes de datos
recuperados usando este filiro se indican en la Tabla V.

Para el tercer y Ultimo filtro de datos se aplicd un protocolo descrito por
Wang vy cols., 2001, el cual asigna un valor de calidad compuesta (Qcom) que
depende del tamafio del punio, la relacién sefial-ruido, [a variabilidad del ruido
local y del nivel de ruido local. De este modo, este tercer filtro tiene como
objetivo descartar aquellos datos de mala calidad presentes en nuestros

resultados. En nuestro andlisis se descartaron todos aquellos datos cuyo valor




62

de Qcom fuera menor a 0,8. De este modo sélo consideramos el 78% y el 58%,
respectivamente, de los datos inicialmente obtenidos con las muestras de

durazno NH y H (n=960, Tabla V).

Tabla V. Filtros aplicados a los datos obtenidos de las hibridaciones con sondas sintetizadas a
partir de muestras de duraznos NH y H y su impacto el nimero de datos recuperados.

Muestra de durazno NH Muestra de durazno H
FILTROS
N° de datos % datos N° de datos % datos
filtrados recuperados filtrados recuperados
Int. Neta > 0 042 98,1 925 96,4
Int. Neta >1SD 822 85,6 571 59,5
Qcom > 0.8 756 78,8 560 58,3
CV<0.5 509 53 315 32,81

2.5.3.- Normalizacién de los datos de intensidad.

El proceso de normalizacion de los datos de expresion génica considera
las diferencias globales de intensidades entre las membranas a comparar, las
cuales pueden originarse por diferencias en la cantidad de RNA marcado, en la
eficiencia de la marca, en la siembra del DNA, en Ia eficiencia de la hibridacion,
etc. Durante este proceso los valores de intensidad de los f)untos dentro de las
distintas membranas son ajustados para permitir su comparacién. Con el
objetivo de normalizar los valores de intensidad, primero se normalizaron las
intensidades netas de acuerdo a la cantidad de DNA sembrado en cada punto,
y luego se normalizé el valor obtenido por el valor de intensidad del gen dapB,
el cual fue usado como estandar externo, adicionado en cantidad conocida y

equivalente en todas las muestras hibridadas. El primer ajuste se hizo para
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equilibrar las diferencias de cantidades de DNA blanco presente en el spot, va
que es sabido que la intensidad de un punto varia linealmente con la cantidad
de DNA sembrado, y que la concentracién de los productos de PCR sembrados
no era la misma. El segundo ajuste se efectus para equilibrar las intensidades
segun las diferencias en las distintas preparaciones de mRNA, en las sintesis
de sonda, o en las eficiencias de hibridacidn en experimentos independientes.
Adicionalmente, dado que la intensidad varia linealmente con Ia cantidad de
sonda, si conocemos la abundancia e intensidad neta de nuestro gen referencia
(dapB) podemos estimar el nivel de abundancia de los transcritos de intensidad
neta conocida (Bernard y cols., 1996; Nguyen y cols., 1995). Asi, ademas de
llevar a cabo la normalizacién de nuestros datos, se hizo un célculo estimativo
de la expresién absoluta de los genes que pasaron los filtros descritos en [a
seccion anterior. Esta expresion absoluta se tfradujo al porcentaje de
abundancia y el nimero de copias de transcrito detectadas en Ia muestra.

Luego de tener los valores absolutos de expresion, y con el fin de
considerar s6lo aquellos datos que mostraron una buena reproducibilidad en las
réplicas efectuadas, se descartaron todos aquellos datos que como conjunto de
réplicas mostraran un valor de CV menor a 0,5. De este modo se recuperaron
509 genes para la muestra de durazno NH y 315 genes para la muestra de
durazno H (53% y 32% de los 960 datos iniciales, respectivamente), de ellos,
262 fueron comunes a ambas frutos (27%).

El valor minimo de abundancia detectado en este ensayo correspondid a

un gen que codifica para una proteina desconocida con un dominio de anclaje
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GPI (At3g02210.1), que present6 un nivel abundancia de 21 copias/célula, 15
copias por célula menos que el nivel determinado durante la medicién de

sensibilidad del método.

2 5.4.- Determinacién de cambios significativos en la expresion de genes.
En un andlisis de expresion génica en que se comparan dos condiciones,
un paso clave es la identificacion de genes que se expresan diferencialmente
entre frutos NH y H. Para determinar aquellos genes que cambiaron
significativamente su expresion se realizd un fest de significancia para dos
variables (test t de student), utilizando los datos de expresion recuperados para
los dos frutos. Se aceptaron como genes diferencialmente expresados aquellos
que presentaran un valor de p < 0,05, es decir, que las diferencias observadas
tuvieran una probabilidad de error inferior a un 5%. Los genes que mostraron
una diferencia estadisticamente significativa y sus respectivos valores de
cambio se muestran en la Tabla V1. Como se puede observar, s6lo 3 genes se
encuentran inducidos en los frutos harinosos y corresponden al gen de la
pectilmetilesterasa (pme, Pp_05K11), el gen gad2 (Pp_03105), y el gen grf4
(Pp_02A14). Cabe destacar que pme tuvo un aumento de 5,4 veces, lo que
sugiere que este gen puede estar involucrado en el fenémeno de harinosidad.
Por otra parte, deniro de los 34 genes reprimidos se encuentran genes
asociados con sintesis de componentes de la pared celular (Pp_10L02,
Pp_28D07, Pp_03F22 y Pp_30I086), reguladoras de la homeostasis de calcio

(Pp_29H01, Pp_37P20 y Pp_26H15), destinacién de proteinas a la pared
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celular (Pp_14G04, Pp_09B20 vy Pp_33A18), estrés térmico (Pp_11M19,
Pp_27104 y Pp_09B20). Ademas, encontramos protefnas inducidas por
hormonas vegetales como auxinas y acido abcisico (Pp_25G17, Pp_17A10,
Pp_09B20 y Pp_07A24), y proteinas involucradas en la sintesis de flavonoides

(Pp_19B20).
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DISCUSION.

En este trabajo de memoria de titulo se han definido algunos aspectos
técnicos de la siembra de DNA en membranas de nylon (macroarrays) y de la
ejecucion de experimentos de hibridacién en esta plataforma. Ademas, se logré
disefiar un método de estudio de expresién génica a gran escala que demostré
ser utii para identificar genes involucrados en vias relacionadas con la

harinosidad en duraznos expuestos a bajas temperaturas.

1.- Puesta a punto del método de confeccién de membranas de

macroarrays, y de la obtencién y analisis de datos de hibridaciones.

Al iniciar este estudio nos planteamos definir una manera de cuantificar
las sefiales de hibridacién obtenidas a partir de imagenes en formato TIFF.
Consideramos que el valor de intensidad de sefial en un spof es igual al valor
de la mediana de las intensidades de los pixeles dentro de su correspondiente
celda de cuantificacién, de area constante a lo largo de toda la membrana. En
cada uno de los spots, el valor de intensidad neta fue corregido por el valor de
la intensidad del ruido, que se definié como area comprendida entre la celda de
cuantificacion y un cuadrado circunscrito a ella, y que corresponde a sefiales
producidas por hibridaciones inespecificas e irregularidades de la superficie de
la membrana. Existen numerosas formas de adquisicion de datos desde las

imagenes obtenidas a partir de experimentos de macroarrays, y se ha sugerido
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que el modo de estimacion de la intensidad de sefal debe ser evaluado segun
las caracteristicas de la plataforma utilizada (Baldi y Hatfield, 2002). Los
métodos utilizados con mayor frecuencia para estimar las intensidades de la
sefial y del ruido corresponden al calculo del promedio y de la mediana de los
pixeles dentro del area definida para tales estimaciones. Hedge y cols. (2000)
postula que los meétodos para cuantificar la sefial dentro de un spot son
equivalentes ya que el analisis final de los datos de macroarrays o microarrays
utiliza razones de intensidades para las dos condiciones a comparar. Sin
embargo, Leung y Cavalieri (2003) recomiendan el uso de la mediana como
estimador de intensidades, sobre todo en casos donde existen sefales
extremas de pixeles dentro del area de cuantificacién que pueden interferir con
la correcta medicion de la sefial.

Una vez establecido el método para extraer los datos de intensidad neta
desde las imagenes de las hibridaciones, quisimos optimizar algunos
parametros de la siembra de DNA en membranas de nylon. El primer paso fue
determinar la cantidad de DNA blanco por spot. Usando una cantidad de sonda
constante y cantidades crecientes de DNA blanco, pudimos determinar que las
intensidades netas aumentaban linealmente al aumentar la cantidad de DNA
depositado en la membrana, y que se obtenian sefiales por sobre el nivel de
ruido local a partir de 20 ng de DNA plasmidial (6 x 10° copias de DNA blanco),
canfidad que estd dentro del rango reportado por Bernard y cols. (1996),
quienes propusieron un método de estudio de la expresion génica a mediana

escala similar al desarrollado en este trabajo. Los autores comprobaron que
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existe una relacion lineal de la intensidad neta frente 3 una variacion tanto de la
cantidad de DNA blanco como de la cantidad de sonda usada, Ellos observaron
linealidad entre 0,3 y 20 ng de DNA en la forma de producto de PCR, lo que
equivale a 3 x 10° y 2 x 10" moléculas de DNA blanco, respectivamente, estos
resultados apoyan el uso de 10° copias de DNA blanco por spot.

Frente a eventuales problemas en la obtencién de DNA blanco en
concentraciones suficientes, esta cantidad de DNA puede ser alcanzada en las
membranas concentrando la muesira en los spots mediante mdltiples siembras.
No obstante, antes de utilizar esta modalidad de siembra, se evalud la variacién
(CV) presente en los datos obtenidos desde membranas en las que se deposito
1, 3 y 5 veces el DNA blanco en cada spot. Los resultados muestran que al
sembrar 5 veces cada punto se disminuye considerablemente el CV de spots
sembrados en duplicado, estos resultados confirman los obtenidos por Nogueira
y cols. (2003), quienes determinaron que la siembra repetida de DNA blanco
reduce en un 50% el CV entre los spofs. De este modo, ademas de aumentar la
cantidad de DNA presente en cada spot, estamos disminuyendo la variacién en
la cantidad de DNA sembrado a lo largo de la membrana.

En este trabajo el llamado “efecto de alrededores”, definido como el
solapamiento de las sefiales de punios de hibridacién vecinos (Machl y cols.,
2002) fue minimizado aumentando las distancias entre los spots. Se determind
que una distancia de 1800 ym disminuye en seis veces la variabilidad que
tienen los valores de ruido local, en comparacion con la variabilidad obtenida

usando una separacion de 1200 ym. De acuerdo con ello, cuando los puntos se
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encontraban separados por una distancia de 1800 ym, se logré una mejor
correlacion entre los valores de intensidad neta vs. cantidad de DNA blanco. De
este modo estamos disminuyendo el nivel del ruido local de las sefales al
disminuir la interferencia que tiene un punto de hibridacion sobre los spofs
adyacentes a él. Sin embargo, también estamos disminuyendo la densidad de
puntos de nuestro arreglo. Un procedimiento alternativo es el descrito por
Machl y cols. (2002) quienes propusieron aumentar la densidad de la siembra
en el arreglo y minimizar el “efecto de alrededores” mediante un factor de
correccion. Este factor fue determinado experimentalmente y relaciona las
diferencias de las sefiales entre spoifs sembrados en duplicadoe con las
diferencias de las sefales de sus respectivos spofs “vecinos”. Machl y cols.
(2002) demostraron que esta relacion es lineal y su pendiente describe el efecto
de las intensidades de las sefiales de los spotfs adyacentes sobre un spof
particular.

Analizamos, ademas, la calidad de las senales obtenidas de macroarrays
en los que un mismo conjunto de genes fue sembrado utilizando tres DNAs
obtenidas con métodos distintos: DNA plasmidial, producto de PCR y producto
purificado de PCR. Diehl y cols. (2002), determinaron que en microarrays de
cDNA sembrados en vidrio es posible usar productos de PCR sin purificar como
DNA blanco, ya que la intensidad de sefiales que ellos obtienen es levemente
menor (94%) a la intensidad obtenida con la siembra de productos de PCR
purificados. Ademas comprueban que los productos purificados de PCR

muestran una mayor fluctuacion en la cantidad de DNA presente en los spots, vy




75

que la presencia de partidores y DNA templado en el producto de PCR sin
purificar no afecta mayormente a la intensidad de la sefial obtenida. Sin
embargo, en el trabajo citado no se cuantifica la recuperacion de sefial de
intensidad neta en funcién de la cantidad de moléculas de DNA sembradas. En
nuestro trabajo mostramos que si bien, el uso de productos sin purificar tiene
una recuperacién de sefal aceptable, el producto purificado tiene una
recuperacién de sefial por femtomol de DNA blanco que es 10 veces mayor, lo
cual indica que el proceso de purificacion tiene un mayor efecto en la sefial
obtenida que lo reportado en Diehl y cols. (2002). En este andlisis es necesario
considerar que las técnicas de purificacion a gran escala de productos de PCR
permiten recuperar sélo entre un 20% y un 50% del producto inicial (Diehi y
cols., 2002) y poseen desventajas adicionales como un alto costo en tiempo y
recursos, en contraste se ha estimado que la amplificacion de productos de
PCR a partir de colonias bacterianas (Fig. 10) genera en promedio 1,83 pgluL
una concentracién suficiente para llevar a cabo la siembra de numerosas
membranas. Asi, podemos concluir que a pesar de obtener una mayor
recuperacion de sefial utilizando los productos de PCR purificados, los
productos sin purificar presentan la ventaja de tener un costo mucho menor, en
condiciones que otorgan una intensidad de sefial aceptable, y una especificidad
y homogeneidad similar a los productos purificados de PCR.

Luego de determinar algunos pardmetros de la siembra de DNA en
membranas, examinamos dos caracteristicas de los arreglos generados

mediante nuestro protocolo: la reproducibilidad y la sensibilidad en ensayos de
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hibridacién. Pudimos determinar que los datos provenientes de tres
hibridaciones independientes tuvieron una buena correlacién entre si, reflejada
en un ajuste de un 90% a una relacién lineal de pendiente cercana a 1 e
intercepto igual a cero (Fig. 6, pagina 44). En otros estudios (Donovan y Becker,
2002; Herwig y cols., 2001) se han reportado valores similares al comparar los
valores logaritmicos de intensidad neta entre ensayos independientes de
hibridaciéon en membranas de nylon.

En relacion con la sensibilidad de esta técnica, nuestros resultados
indican que usando 200 ng de mRNA para la sintesis de sondas marcadas , la
sefial de menor intensidad neta detectada, correspondia a un gen cuya
expresion alcanzaba las 36 copias mRNA/célula (una abundancia de 0,01%
segln Kane y cols., 2000). En los ensayos de expresion génica en frutos
utilizamos 150 ng y 70 ng de mRNA de durazno, pudiendo detectar sefiales de
hibridacién correspondientes a transcritos con un nivel de abundancia de
0,0045%. Esto puede deberse a que en el ensayo de expresidén génica se
utilizaron cantidades mayores de mRNA, en comparacion con el estudio de Ia
sensibilidad de nuestro ensayo, donde la cantidad sefialada de mRNA utilizada
corresponde a una estimacién hecha en base a la proporcién teérica de mRNA
contenido en una muestra de RNA total eucarionie, correspondiente a un 2%
(un 2% de 10 ug corresponden a 200 ng). En el estudio de Kane y cols. (2000)
se reporto una deteccion de tres veces de cambio, para abundancias minimas

de franscrito de 30 y 10 copias de mRNA por célula, sensibilidad que se




77

encuentra dentro del mismo orden a la obtenida en nuestro estudio. Bertucci y
cols. (1999) determinaron que su ensayo (hibridaciones en membranas de
nylon usando sondas radioactivas) puede detectar transcritos expresados en
una abundancia de 0,01% utilizando sélo 100 ng de RNA total, una cantidad
bastante baja de material inicial (2 ng de mRNA), con [o cual podemos
considerar al método descrito como una buena alternativa para ensayos de
expresion génica en que las cantidades de material inicial son limitadas. Sin
embargo, el equipo de lectura y obtencién de imagenes que se utilizé en dicho
trabajo tiene una resolucién de 25 ym, dos veces mayor a la resolucion del
equipo de lectura utilizado en nuestros estudios. A pesar de esto, la sensibilidad
medida en nuestro ensayo es bastante alta (dos veces mayor que la de los
experimentos de Bertucci y cols., 1999), indicando que nuestro protocolo es

eficiente en la deteccién de transcritos poco expresados.

2.- Determinacion de los cambios en la expresion de genes en duraznos

harinosos.

Con el propdsito de relacionar funcionalmente la generacién de la
harinosidad en frutos de duraznos con su almacenamiento a bajas
temperaturas, quisimos comparar los perfiles de expresion génica entre frutos
que maduraron normalmente y frutos que fueron sometidos a 4 °C por 30 dias.
Para ello se realizo la seleccién de 880 genes relacionados con funciones o

procesos biologicos, tales como: 1) Metabolismo de pared celular, existen
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varias lineas de evidencia que sefialan diferencias en la expresion y actividad
de enzimas remodeladoras de la pared celular en frutos expuestos a bajas
temperaturas y una correlacion entre estas diferencias y la adquisicién del
fenotipo harinoso (Brummell y cols., 2004; Crisosto y Labavitch, 2002); 2)
Estrés térmico, por estar directamente involucradas en la reaccion de la célula
frente a una baja en la temperatura exterior, los genes que codifican para
proteinas de esirés térmico fueron incluidos en este andlisis. Se ha postulado
que, en frutos de tomate, estas proteinas ejercen un posible efecto protector
contra las alteraciones, causadas por el estrés por frio (Sabehat y cols., 1998;
Kadyrzhanova y cols., 1998); 3) Maduracion, se han seleccionado genes
involucrados con procesos de desarrollo de frutos, respuestas a hormonas
vegetales y metabolismo de etileno (Brands y Ho, 2002; Trainotti y cols., 2003);
4) oftros procesos, vias de transduccion activadas por bajas temperaturas y
estrés oxidativo.

Estos criterios de seleccion permitieron reducir el volumen de genes a
analizar y centrar nuesiro estudic de expresion génica en aquellas vias
metabdlicas posiblemente involucradas en el fendomeno de la harinosidad.
Como se discute mas adelante, este proceso nos permitié obtener una cantidad
considerable de genes diferencialmente expresados entre las condiciones
estudiadas, a diferencia de otros estudios de expresion génica en gran escala,
en los cuales los genes analizados han sido seleccionados al azar (Nogueira y

cols., 2003).
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Nuestro procedimiento de filirado y seleccidon de datos confiables nos
permitié rescatar 262 sefiales de hibridacién que superaron todos los filtros de
calidad en las dos condiciones estudiadas y que correspondieron al 30% de los
genes iniciales. De ellos solo 37 mostraron un cambio significativo de expresién
(14,12% de los datos recuperados). Esta cantidad es alta en comparacion con
la cantidad de genes significativamente expresados en el trabajo de Nogueira y
cols. (2003). Estos autores utilizaron membranas de nylon en las cuales
depositaron manualmente 1.536 ESTs de cafia de aztcar (Saccharum spp.), de
los cuales 59 mostraron un cambio significativo en su expresion (3,84%). Estos
ESTs correspondian a clones escogidos al azar desde cuatro genotecas de que
comprendian un total de 43.141 clones, es decir, no hubo una seleccién de
genes relacionados con el proceso bioldgico a investigar, y por lo tanto es de
esperar encontrar en el andlisis citado una gran cantidad de genes cuyo nivel

de expresién no cambid significativamente en las condiciones estudiadas.

2.1.- Analisis de los genes diferencialmente expresados.
2.1.1.- Genes reprimidos en el fruto harinoso.

En nuestro estudio se obtuvieron 34 genes reprimidos desde una
condicién NH a H, los cuales pueden agruparse en 6 grupos, que se detallan a
continuacion
2.1.1.1.- Biosintesis, Estructura y Metabolismo de la Pared Celuilar.

Algunos de los genes que disminuyen su expresioni en el durazno

harinoso codifican para presuntas proteinas involucradas en la biosintesis y
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metabolismo de componentes de la pared celular, tales como: la sacarosa
sintasa (Pp_03F22) y la fosfoglucomutasa (Pp_28D07). Se detectd también una
disminucion en la expresion del gen que codifica para xiloglucano
endotransglicosilasa (exgf-A3, Pp_10L02), la cual ha sida reportada como un
elemento de remodelacién de la pared celular v desarrollo de la pared
secundaria (Bourquin y cols., 2002; Johansson y cols., 2004). Estos resultados
sugieren, que en el durazno harinoso, existiria una expresion disminuida de
genes que codifican para proteinas responsables de la sintesis de componentes
de la pared celular, asi como proteinas involucradas en el remodelamiento
estructural de la pared. Adicionalmente, un aumento en la expresién del gen
que codifica para la enzima pectinmetilesterasa estaria contribuyendo a
aumentar la des-metilacion de las pectinas, generando monémeros de pectato
altamente hidrosolubles que en conjunto con el Ca*? son responsables de la
retencion de agua en los frutos en forma de gel. Esto Gltimo es causa de la

textura seca y harinosa de los frutos almacenados a bajas temperaturas.

2.1.1.2.-Secrecion de proteinas.

Las enzimas encargadas del metabolismo, estructura y modificacion de
la pared celular se movilizan a través del sistema de endomembrana de la
célula y probablemente serian secretadas al apoplasto (Staehelin y Moore,
1995). De la misma forma, algunos carbohidratos no celuldsicos de la pared,
tales como, las hemicelulosas y pectinas también son destinadas por la via

secretoria previa sintesis en las cisternas de Golgi (Dupree y Sherrier, 1998).
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Estos antecedentes nos indican que el sistema de secrecién de proteinas es
fundamental para un adecuado metabolismo de la pared celular. Un grupo de
genes que codifica para proteinas involucradas en las vias de secrecion en
plantas, entre ellos: elementos de reconocimiento de péptido sefial, proteina de
unién a GTP perteneciente a la familia Ras y proteinas de union a GTP SAR1A
(Schunemann, 2004; Vernoud y cols., 2003; Kuge y cols., 1994), disminuyen
significativamente su expresion en el durazno harinoso. Analisis de PCR en
tiempo real efectuados en el Laboratorio de Bioinformatica y Expresion Génica,
INTA, dan cuenta de cambios en la expresién de un grupc mayor de genes que
codifican para proteinas involucradas en los sistemas de trafico intracelular y
secrecion proteica (n=13) en duraznos harinosos (Gonzélez, 2005). En
conjunto, estos resultados sugieren'que existiria una relacion entre la alteracién
en la expresion de estos genes y el desarrollo de la harinosidad, la cual se
produciria debido a una modificacion directé o indirecta del trafico de proteinas

a la pared celular.

2.1.1.3.- Transduccion de sefiales mediadas por Ca*en respuesta al frio.
Entre otros procesos bioldgicos, el idn calcio (Ca™) actiia como segundo
mensajero en las vias de fransduccion de sefiales involucradas en las
respuestas al frio, activando proteinas quinasas, las cuales fosforilan a su vez a
proteinas que estarian participando activamente en el control de la expresion de
genes inducibles por frio y en el desarrollo de la tolerancia a las bajas

temperaturas (Monroy y cols., 1993). Ademas se ha reportado que existe un
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aumento transitorio en la concentracién intracelular del i6n frente a una
exposicion a frio en plantas de A. thaliana vy alfalfa (Thomashow, 1999), y que
este ion participa en la formacién de uniones entre los polimeros de pectina que
constituyen la pared celular (Knight y cols., 1991). En nuestro estudio, tres
genes cuyos niveles de transcrito disminuyen entre frutos no harinosos y frutos
harinosos, codifican para proteinas que participan en la homeostasis de Ca*? y
en vias de sefializacion mediadas por Ca*®. Uno de ellos corresponde a cri2,
que codifica para la calreticulina 2, proteina responsable de regular la
concentracién de Ca*? en el reticulo endoplasmico (Persson y cols., 2001). Otro
gen que disminuye frente a un tratamiento prolongado a bajas temperaturas es
la proteina quinasa dependiente de calcio (CDPK). Contrario a lo observado en
nuestro analisis, Mitra y Johri (2000) reportaron que la expresién de este gen
aumenta en respuesta al estrés por deshidratacion y bajas temperaturas. Una
posible explicacién de estos resultados contradictorios proviene de la naturaleza
del tratamiento empleado, es asi como la muestra harinosa correspondia a un
durazno cosechado, sometido a frio por 20 dias y luego madurado a
temperatura ambiente por 6 dias, periodo durante el cual la abundancia de los
transcritos de CDPK podria haber disminuido luego del periodo de estrés. Por
otra parte, encontramos que el gen que codifica para la calmodulina 4 (cam1/4)
disminuye su expresion en el durazno harinoso. Se ha descrito gue esia
proteina es el transductor de calcio mas prominente en las células eucariontes,
regulando la actividad de una variedad de proteinas quinasas involucradas en

procesos tales como la reaccion frente a tratamientos con hormonas vegetales,
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el desarrollo de algunos tejidos, y la respuesta a estrés bidtico y abidtico
(Bouche y cols., 2005). En relacion con el estrés por bajas temperaturas, se ha
demostrado que en A. thaliana el gen cam7/4 actia como regulador negativo
del gen COR175a de repuesta al frio (Townley y Knight, 2002). Esto dltimo nos
sugiere que posiblemente en nuestro durazno harinoso, al disminuir la
abundancia del transcrito cam1/4, COR15a podria estar acumulado en la célula.
Sin embargo, este Ultimo transcrito no fue incluido en nuestro analisis, siendo
interesante llevar a cabo un experimento en el que se mida la abundancia del
transcrito COR15a junto con la del transcrito cam?/4 en un fruio tratado con

bajas temperaturas.

2.1.1.4.- Proteccioén al estrés oxidativo.

No sélo las funciones relacionadas con la estructura y el metabolismo de
la pared celular se ven alteradas en los frutos harinosos. Tambien se ha
encontrado una represién del gen que codifica para una dioxigenasa
dependiente de 2-oxoglutarato (Pp_19B20), responsable de la sintesis de
flavonoides. Estos compuestos, ademas de brindar caracteristicas
organolépticas agradables en los frutos (Turnbull y cols., 2004), las que estarian
disminuyendo en los duraznos expuesios a bajas temperaturas, entregan
proteccidn contra el dafio oxidativo, causado entre otras razones por el estrés a

bajas temperaturas.
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2.1.1.5.- Genes asociados a hormonas vegetales.

Nuestros resuliados indican una disminucidn en la expresién del gen
iaa12 (Pp_17A10), activado por auxinas y de un gen que codifica para un
precursor de proteinas ABP1, receptoras de estas hormonas (Pp_29E03), las
que son importantes en procesos relacionados con el crecimiento celular y la
maduracidon de frutos (Abel y cols., 1995). Ademéas, se encontrd una
disminucion en [a abundancia del transcritc “Pp_07A24", similar a genes
pertenecientes a la familia myb. Se ha reportado que estos genes codifican para
factores de transcripcién inducidos por la hormona &cido abcisico (ABA), cuya
participacion en sistemas de sefializacion en respuesta a estrés ambientales ha
sido bastante estudiada (Xiong y cols., 2002; Martin y Paz-Ares, 1997). Una
baja en la cantidad de transcrito correspondiente a myb nos sugiere que el
durazno harinoso presenta una alteracion frente a las bajas temperaturas. Por
otra parte enconiramos una disminucion en la expresiéon del gen hva22
(Pp_25G17), codificante para la proteina HVA22, inducida por ABA, y
responsable de regular el trafico de vesiculas en células vegetales sometidas a
estrés para facilitar el recambio de membranas, o para disminuir la secrecidn
excesiva, hecho comprobado por Brands y Ho (2002), mediante experimentos
de complementacién en levaduras. En relacién con esto ultimo, se ha descrito
que hva22 interactia fisicamente con GTPasas Rab, a las cuales se les
atribuye un importante papel en varios aspectos del transporte vesicular (Yang y
cols., 1998). Esta disminucién en la abundancia de transcrito hva22, nos

sugiere una vez mas que en el fruto harinoso existe una alteracién en la
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respuesta a estrés en el contexto del transporte vesicular y la secrecion de

proteinas.

2.1.1.6.- Genes de respuesta a estrés térmico.

En plantas, la expresion de genes que codifican proteinas que responden
al estrés térmico (hsp’s) aumenta durante el estrés por frio (Anderson y cols.,
1994), favoreciendo una mayor tolerancia a este tipo de esirés, ya que estas
protefnas actian como chaperonas moleculares estableciendo relaciones
fisicas reversibles con diversos tipos de proteinas, permitiendo un correcto
plegamiento de ellas o previniendo su desnaturacion. Nuestros resultados
sefialan, que en el fruto harinoso, la expresion de dos putativas hsp’s
(Pp_11M19 y Pp_09B20), disminuye significativamente, sugiriendo una
alteracién en los mecanismos reguladores de la expresién de estos genes, la
cual esta regulada por factores de transcripcion de unién a DNA denominados
HSF's (Heat Shock Factors). Apoyando esta afirmacion, y volviendo a
mencionar el gen codificante para la calmodulina 1 (cam1/4), se ha descrito que
este ultimo participa en la activacion de la unién a DNA por parte de HSF
activando la expresién de distintas hsp’s (Liu y cols., 2004), lo que nos sugiere
que éstas (ltimas pueden estar siendo reprimidas indirectamente por la

disminucion de la expresién de cam1/4.
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2.1.2.- Genes inducidos en el fruto harinoso.

Nuestros resuliados indican que sélo tres genes aumentaron
significativamente su expresion en el fruto harinoso. Enfre ellos se encuentra el
gen de la pectin-metilesierasa (pme, Pp_05K11), el cual tuvo un aumento de
5,4 veces en su expresion. Este aumento en la expresién de pme ha sido
anteriormente reportado en frutos de durazno sometidos al fric (Crisosto y cols.,
1999) vy es la causa mas directa de la texiura harinosa de los duraznos tratados
con bajas temperaturas. Ofro gen que muestra un aumento en su expresion en
la condicion harinosa es el gen gad?2 (Pp_03105), responsable de la sintesis de
aminoacido no proteico GABA en plantas, frente a un stress por bajas
temperaturas (Turano y Fang, 1998; Yevtushenko y cols., 2003). El tercer gen
cuya expresion se vio aumentada en el durazno harinoso es grf4 (14-3-3 ¢), el
cual es miembro de una amplia familia de genes que codifican para proteinas
14-3-3, cuyas funciones son diversas, incluyendo sefiales de transduccién
mediadas por quinasas, sefializacion en el crecimiento celular y desarrollo,
estructura y movimiento, y respuesta a estrés biético y abidtico (Sehnke y cols.,
2002).

Si bien, este grupo de genes diferencialmente expresados nos permite
inferir posibles procesos alterados por la exposicion de fruto a bajas
temperaturas, sin duda es necesario realizar los ensayos de hibridacion
utilizando replicas bioldgicas que nos permitan evaluar la variabilidad individual

de cada fruto. Por otra parte, los datos de cambios de expresién génica deben
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ser validados por un método independiente, por ejemplo mediante PCR en

tiempo real, herramienta que permite cuantificar en forma rapida y precisa la

cantidad de transcrito en una muestra de ¢cDNA (Klein, 2002).
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CONCLUSION

En resumen, el protocolo de siembra, obtencion de datos, seleccion de
genes, limpieza de datos e identificacion de genes diferencialmente
expresados, permitieron asociar el fendmeno de harinosidad con vias del
metabolismo de la pared celular, elementos de fransduccién de sefiales de
Ca*?, algunos genes que participan en vias de destinacion de proteinas,
proteinas de estrés térmico, genes activados por la acciébn de hormonas
vegetales, etc. A modo de conclusion, podemos sefialar que se ha
implementado, disefiado y estandarizado un método de siembra de
macroarrays de cDNA y de analisis de datos obtenidos desde hibridaciones
utilizando macroarrays y sondas complejas marcadas radiactivamente,
sintetizadas desde muestras complejas de mRNA., Este analisis permitid
encontrar genes diferencialmente expresados en el contexto de un analisis
transcripcional a gran escala, y permitié profundizar el conocimiento de las
causas que llevan a la adquisicion del fenotipo harinosc en el fruto de P.

persica.
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