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"La madurez del hombre es haber vuelto a encontrar la seriedad
con que jugaba cuando era nific". Federico Nietzsche.

Mi nombre es Andrés Tittarelli, el 6 de mayo de 1979 naci en la ciudad de
Godoy Cruz, Mendoza, Argentina. Mis padres, también mendocinos, son
Beatriz Elaskar y Jorge Tittarelli. Junto con mi hermana menor, Georgina,
vivimos en Mendoza hasta que cumpli siete afios de edad, luego nos fuimos a
vivir con mi madre a Mar del Plata, una hermosa ciudad de la provincia de
Buenos Aires. Alli realicé mis estudios de ensefianza media, en la Escuela de
Educacién Agropecuaria N°1 Nicanor Ezeiza, egresando el afio 1996 con el
titulo de Bachiller Agrario. En este periodo de mi vida generé amistades
excelentes que hasta la fecha perduran.

En 1997 llegué a Chile para vivir con mi padre. Mis intenciones primeras
fueron estudiar medicina, hasta que descubri esta interesante carrera:
Ingenieria en Biotecnologia Molecular. Sonaba bien. Pues entonces, en 1998
comencé a estudiar esta carrera en la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile. Feliz y nostalgicamente, después de varios afios de esfuerzo esta
etapa ha concluido. Me queda, un asomo de conocimiento, grandes amigos,
respetables colegas y un intrigante pero apasionante futuro.
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RESUMEN
Chile es uno de los principales paises exportadores de frutas de carozo del
Hemisferio Sur, siendo su principal mercado paises del Hemisferio Norte, por lo cual
las frutas de exportacion son sometidas a prolongados periodos de almacenamiento
y transporte refrigerado. Este tratamiento genera problemas en su calidad, siendo el
mas serio el dafio por frio que sufren duraznos y nectarines. Uno de los principales
signos de este problema es la harinosidad de los frutos. La mayoria de las
investigaciones realizadas en este dmbito, sélo se han basado en el estudio de un
grupo de enzimas participantes en [a degradacion de la pared celular, por lo tanto
alin no se conocen otros componentes moleculares que puedan estar asociados a
esta patologia. En este trabajo de tesis, se realizd un andlisis de! perfil
transcripcional global de cuatro estadios de postcosecha de frutos de duraznos de

una variedad susceptible a generar sintfomas de harinosidad {O'Henry), dichos

estadios simulan el proceso normal de exportacién de la fruta. El analisis se realizd
a través de la construccion de cuatro genotecas de cDNA vy la secuenciacion de
aproximadamente 50.000 ESTs. Se obtuvieron 43.491 ESTs de buena calidad que
fueron ensamblados en un total de 4.983 secuencias de genes Unicas (contigs). Se
realizaron andlisis de expresion digital utilizando dos aproximaciones estadisticas
distintas y complementarias: el método estadistico de Audic y Claverie (AC) para
detectar genes con diferencias significativas en expresién entre dos estadios y el
método de Agrupacion Jerarquica (“Hierarchical Clustering”) para agrupar genes con
patrones de expresion similares en los cuatro estadios. Estos analisis permitieron
identificar varios genes relacionados al proceso de maduraciéon normal (frutos
jugosos), genes inducidos y reprimidos en frutos almacenados a 4°C por 21 dias
(genes que responden transcripcionalmente al estrés por frio) y genes relacionados

al proceso de maduracion anormal (generacidn de frutos harinosos). L.os niveles de




expresion digital de tres genes expresados mayormente en frutos almacenados en
frio (taumatina, deshidrina y endoquitinasa) y de un gen expresado mayormente en
frutos harinosos (lipoxigenasa), fueron comprobados por RT-PCR. Utilizando la
técnica de “Genome Walker” se aislaron las secuencias promotoras de estos genes

y se identificaron in sifico diferentes elementos regulatorios en cis que podrian

explicar el modo de regulacién transcripcional de estos genes.




ABSTRACT
Chile is one of the main exporters of stone fruits of the Southern Hemisphere, with
countries in the Northern Hemisphere being the main market. Thus the exported
fruits are put under prolonged periods of storage and cooled transport, generating
problems in their quality, being chilling injury the most serious in peaches and
nectarines. One of the main signs of this problem is the woolliness of the fruits. Most
of the investigations in this area have only been based on the study of a group of
enzymes involved in the degradation of the cell wall, therefore other molecular
components that could be associated with this pathology are unknown. In this
Thesis, the global transcriptional profile of a peach cultivar susceptible to woolinness
symptoms (O' Henry) was analyzed at four postharvest stages simulating the normal
process of fruit export. The analysis was made through the construction of four
¢DNA libraries and the sequencing of approximately 50,000 ESTs. 43,491 ESTs of
good quality were obtained and these were assembled in a total of 4,983 sequences
of unique genes (contigs). Analyses of digital expression were made using two
different and complementary statistical approaches: the Audic and Claverie statistical
method (AC) to detect genes with significant differences in level of expression
between two stages and the hierarchical clustering method to group genes with
similar patterns of expression in the four stages. These analyses allowed us to
identify several genes related to the process of normal ripening (juicy fruits), genes
induced and repressed in fruits stored at 4°C for 21 days (cold stress responsive
genes) and genes related to the process of abnormal ripening (generation of woaolly
fruits). The levels of digital expression of three genes expressed mainly in fruits
stored in the cold (taumatin, dehydrin and endochitinase) and of a gene expressed
mainly in woolly fruits (lipoxygenase), were verified by RT-PCR. The promoters of

these genes were isolated using the Genome Walker strategy. In silico analysis of
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the promoter sequences identified cis acting regulatory elements that could explain

the transcriptional regulation of each gene.
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1.- INTRODUCCION
Chile es un importante proveedor de frutas de carozo de nivel mundial,
ocupando en varios casos y particularmente en duraznos y nectarines, el
primer lugar como oferente del Hemisferio Sur (ODEPA, www.odepa.gob.cl).
Chile es favorecido por inmejorables condiciones agro-ecoldgicas que facilitan
la produccién de este tipo de frutas, como son, infraestructura e inversiones
establecidas, disponibilidad de suelos, condiciones sanitarias propicias,
ausencia de precipitaciones durante el desarrollo de la fruta, suficiente frio
invernal y régimen de temperaturas, entre ofras. Si a esto le sumamos la
perecibilidad intrinseca de los duraznos y nectarines, se logra explicar la
superioridad de las exportaciones chilenas a mercados de contra-estacion. Sin
embargo, la distancia de Chile a los principales mercados consumidores de
fruta (Estados Unidos, Asia y paises de la Unién Europea) implica un
prolongado periodo de transporte maritimo refrigerado (minimo de 15 dias),
necesario para prevenir la sobremadurez y senescencia de la fruta,
aumentando de esta manera el tiempo de vida de mercado. Este manejo
puede causar serios desordenes fisioldgicos, denominados genéricamente
como dafio por frio o descomposicion interna. En duraznos, el sinftoma mas
pronunciado del dafio por frio se conoce como harinosidad, caracterizado
principalmente por falta de jugo y textura harinosa de la fruta cuando se deja
madurar a temperatura ambiente posterior al periodo de almacenamiento (Lill
y col., 1989). Este problema conlleva a una disminucion de la calidad final de
la fruta que, desafortunadamente, no puede ser detectada durante el proceso
de cosecha, transporte o distribucion, sino que basicamente por el

consumidor. Este hecho estd haciendo que Chile esté perdiendo liderazgo




como exportador de duraznos, debido a un creciente rechazo de los mercados
consumidores mas exigentes, lo que se traduce en una disminucion en los
precios y limitacién de los volimenes a exportar.

La susceptibilidad a desarrollar harinosidad esta determinada por una serie de
factores, siendo la variedad uno de los componentes mas decisivos (Von
Mollendorf, 1987; Crisosto y col., 1999), indicando que el trasfondo genético
puede ser un factor clave en el desarrollo de estos sintomas. Igualmente, el
régimen de temperatura al que es sometida la fruta resulta crucial en la
induccién de la expresion de estos desordenes fisiologicos. Por ejemplo,
manteniendo las frutas a 0°C se asegura un mayor tiempo de almacenamiento
sin la ocurrencia de scbremadurez, sin embargo, favorece la posterior
ocurrencia de los sintomas de la harinosidad. Comparativamente, un rango de
temperatura mas elevado, entre 2-8°C, determina incluso una mayor expresion
de los sintomas de harinosidad luego de un tiempo mas breve de exposicion
(Ben-Arie y Lavee, 1971). Temperaturas de 10°C y superiores no inducen la
expresién de dafio por frio (Anderson, 1979; Ju y col., 2000), pero no permiten
un adecuado manejo de la fruta para un almacenamiento/transporte como el
requerido para exportaciones a mercados distantes. Ademas, se ha observado
que el grado de harinosidad incrementa sustancialmente a medida que se
aumenta el tiempo de almacenamiento en frfo, siendo minimo después de una
a dos semanas y maximo después de tres y cuatro semanas (Brummell y col.,
2004a).

Desde hace tiempo se ha postulado que la harinosidad en duraznos y
nectarines estaria relacionada con alteraciones en la actividad de enzimas

pectoliticas (hidrolasas) responsables de la degradacion de la pared celular




que acompafia normalmente el ablandamiento y maduracién en este tipo de
frutos (Ben-Arie y Lavee, 1971; Ben-Arie y Sonego, 1980). Estas alteraciones
generarian pectinas insolubles con un tamario mayor al normal y con bajos
niveles de esterificacién. Este tipo de pectinas seria capaz de producir geles
que retendrian fuertemente el agua libre, provocando los sintomas de
harinosidad en la pulpa del fruto.

Existen ciertas discrepancias entre los estudios que sugieren esto Ultimo como
la causa de la harinosidad. Al compararse con frutos jugosos, la harinosidad
ha sido asociada con una reduccién (Buescher y Furmanski, 1978), un
aumento (Ben-Arie y Sonego, 1980; Brummell y col., 2004a) o una invarianza
(Obentand y Carroll, 2000; Zhou y col., 2000a) en la actividad de la enzima
pectina metil esterasa. Similarmente, hay estudios que muestran una
disminucion (Zhou y col., 2000a) o una invarianza (Artes y col., 1996;
Brummell y col., 2004a) en la actividad de la enzima exo-poligalacturonasa en
frutos harinosos en comparacion a frufos jugosos. Estos antecedentes, mas
ofras publicaciones (Zhou y cof., 2000b, 2001; Dong y col., 2001) sugieren que
el problema de la harinosidad no es sblo atribuible a un desbalance en la
degradacion de pectinas, sino que podria tener una génesis mas compleja, en
la cual otros componentes adn no descritos podrian estar actuando.

Una manera de descubrir mdltiples componentes que pudieran estar
relacionados al problema de fa harinosidad, seria realizar un andlisis global de
los cambios moleculares asociados con este fenémeno, esto es, niveles de
expresion geénica Yy acumulacion de proteinas. Existen diferentes
aproximaciones experimentales para realizar analisis de expresion génica

globales. Las tecnologias de macro y microarreglos permiten medir la




expresion de cientos a miles de genes simultdneamente en un Unico
experimento (Shalon y col., 1996; Phimister, 1999). Una de las principales
limitaciones de estas técnicas es la tendencia de los clones de cDNA y dligos
a generar artefactos de hibridizacion, especialmente hibridizacién cruzada
entre miembros de familias génicas altamente relacionados (Kuo y col., 2002,
Lipshutz y col., 1999). Otra limitacién de estas técnicas es el desarrollo de
estructuras secundarias estables de las sondas (Southern y col., 1999).

Una aproximacion experimental alternativa es el uso de datos de ESTs
(expressed sequences tags, o secuencias parciales de cDNAs; Adams y col.,
1991), que ademas de ser un eficiente metodo para el descubrimiento de
genes, puede proveer informacion sobre niveles de expresién génica globales
(Ewing y col., 1999; Ewing y Claverie, 2000, Ohlrogge y Benning, 2000,
Ogihara y col., 2003). La deduccién de niveles de expresion génica utilizando
datos de ESTs, esta basada en la suposicién de que si el gen X es altamente
expresado, es decir existen altos niveles de mRNAy, entonces los cDNAs
construidos a partir del mRNAx debieran ser abundanies en una genoteca de
¢DNA no normalizada hecha a partir del tefido donde ei gen X es expresado.
Luego de la secuenciacién al azar de un gran numero de clones de la
genoteca de cDNA, el conteo del numero de ESTs que corresponden al mRNA
del gen X puede proveer una estimacion de la abundancia del mRNA, en la
poblacién original. Por lo tanto, las variaciones en la frecuencia de ESTs en
distintas condiciones, estadios de desarrollo, tejidos u drganos (especificadas
por el origen de las genotecas de cDNA), son usadas como base para la
determinacion de los niveles de expresién génica de uno o varios genes de un

genoma.
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El punto critico para inferir diferencias en expresion génica utilizando las
frecuencias relativas de ESTs, es la eficiencia del método estadistico que se
utilice. Debido a que los experimentos de secuenciacién al azar de gran
cantidad de ESTs de diferentes genotecas de cDNA no son realizados en
triplicados, los errores estandar asociados con cada una de las medidas de
expresién (nimero de ESTs por gen) no pueden ser estimades por su
dispersion y ninguno de los test estandar que requieren estimacion de la
varianza pueden ser usados. La naturaleza de este tipo de experimentos
permite el uso de la distribucién de Poisson como modelo de esfructura de
datos (Audic y Claverie, 1997). En base a este Ultimo punto, para identificar
genes expresados diferenclalmente entre dos condiciones, el método
desarrollado por Audic y Claverie {(método AC; Audic y Claverie, 1997) es uno
de los méas adecuados (Claverie, 1999; Romualdi y col., 2001). Este método
ha sido ampliamente utilizado para detectar diferencias en expresion génica
en diversos sistemas biolégicos. Por ejemplo, White y col., 2000 utilizando
datos de ESTs provenientes de genotecas de cDNA de Arabidopsis thaliana,
reconstruyeron la via metabolica responsable de convertir los carbohidratos en
los aceites generados en el transcurso del desarrollo de las semillas. Prade y
col., 2001 utilizando ESTs de dominio publico, originados de diferentes
genotecas de ¢cDNA de diversas especies fangicas, identificaron grupos de
genes importantes para el desarrollo de tipo asexual en Aspergillus nidulans.
En un trabajo més actual, Fei y col., 2004, utilizaron el método estadistico AC
para detectar grupos de genes expresados diferencialmente en el proceso de
maduracién de frutos de tomate, comparando colecciones de ESTs de frutos

de estadio maduro verde (mature green) y maduro rojo (breaker). Estos
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trabajos y otros similares (Andrews y col., 2000; lyengar y col., 2002; Ronning
y col., 2003), sugieren un alto grado de credibilidad del método AC para
detectar genes expresados diferencialmente en dos condiciones distintas,
utilizando como informacién una gran cantidad de ESTs generados de
diferentes genotecas de cDNA.

Los datos derivados de un gran numero de ESTs de distintas genotecas de
¢DNA, ademas de permitir la identificacion de genes expresados
diferencialmente entre dos condiciones, permiten inferir relaciones funcionales
entre genes mediante la identificacién matematica de similitudes significativas
entre los patrones de expresion globales de cada unc de los genes en varias
condiciones. Es decir, los datos de ESTs derivados de diversas genotecas de
cDNA aportan informacion relativa a la coexpresion génica y por lo tanto,
revelan genes interrelacionados  funcicnalmente.  Existen  varias
aproximaciones estadisticas para identificar grupos de genes coexpresados en
mdltiples condiciones (Claverie, 1999). Eisen y col., 1888, desarrollaron un
método para detectar grupos de genes coexpresados, utilizando datos de
ESTs de genotecas de cDNA de la levadura Saccharomyces cerevisiae. En
dicho método se calcularon los coeficientes de correlacion lineal de Pearson
como medida de similitud para cada uno de los pares de perfiles de expresion
en diferentes genotecas de cDNA. Posteriormente se realizé el agrupamiento
jerarquico de los perfiles de expresion segun la distancia calculada y a
continuacion los resultados son mostrados como un mapa de colores y un
dendrograma representando las relaciones de similitud entre los perfiles de
expresion de los genes y las genotecas de cDNA. En muchos casos, los

genes implicados en el mismo proceso biolégico o codificantes para




subunidades de complejos macromoleculares, poseian perfiles de expresion
correlacionados, y por lo tanto, fueron agrupados en un mismo “cluster”
jerarquico. Utilizando este tipo de métado, Ogihara y col., 2003 identificaron
genes coexpresados en diferentes etapas del ciclo de vida del trigo. Utilizando
datos de ESTs de 27 genotecas de cDNA de diferentes tejidos/tratamientos de
tomate y colecciones de ESTs de Arabidopsis y uva, Fei y col., 2004 realizaron
un analisis de agrupacién jerérquica y observaron que es posible utilizar este
tipo de analisis para comparar perfiles de expresién entre diferentes especies.
Una vez identificados los perfiles de expresion génica globales, el paso
siguiente es la interpretacion de los resultados, esto es, relacionar los perfiles
de expresion de los genes con las funciones de las proteinas que estos
codifican. La funcién putativa de un gen puede ser deducida utilizando
algoritmos computacionales (BLAST, Basic Local Alignment Search Tool,
Altschul y col., 1990), que permiten la comparacién de secuencias de genes
desconocidos con grandes bases de datos publicas de genes con funcion
conocida. En plantas, la disponibilidad de la secuencia completa del genoma
de Arabidopsis thaliana (http://www.arabidopsis.org/agi.html; Arabidopsis
Genome Initiative, 2000), estd permitiendo aumentar ampliamente el
conocimiento de las funciones de genes de esta especie y de otras especies
vegetales de mayor importancia econdmica (Mysore y col., 2001).

Por ofro lado, los genes que tienen un patrén de expresion similar, pueden
estar siendo regulados transcripcionalmente por mecanismos moleculares
similares. Este tipo de coordinacion es determinado por secuencias
regulatorias, como son los promotores, los cuales estan localizados en el

genoma, generalmente rio arriba de la regién codificante del mRNA. Se ha
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observado que promotores de genes que son expresados simultdneamente
contienen en su secuencia elementos de unidn a factores de transcripcion en
comtn (Ettwiller y col., 2003; Rombauts y col., 2003; Maruyama y col., 2004).
Un ejemplo de esto es la conservacion de los elementos de respuesta a
deshidratacion (DRE) y a acido abscisico (ABRE) en promotores de muchos
genes inducidos por frio en Arabidopsis y en otras plantas como tabaco,
Brassica spp. y arroz (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994; Bonetta y
McCourt, 1998; Kasuga y col., 1999; Maruyama y col., 2004). Por lo tanto, la
combinacién del analisis de expresion génica mas la identificacion y analisis
de promotores puede contribuir a la elucidacién de la participacion de un gen
en determinada funcion biologica (Werner, 2002).

Como se menciond anteriormente, los duraznos (Prunus persica) son
econémicamente importantes para Chile. Adicionalmente, el durazno es
considerado como modelo de estudio de las especies de la familia de las
Rosaceae, entre las que se encuentran manzana (Malus domeslica), pera
(Pyrus communis) y frutilla (Fragaria spp.), entre ofras. Esto debido a que el
tamafio de su genoma es relativamente pequefio (tamario haploide de 300 Mb,
Baird y col., 1994), aproximadamente el doble que el de Arabidopsis, tiene un
periodo juvenil relativamente corto (2-3 afios) y existe gran cantidad de
informacién de tipo genética y genémica, como son mapas de marcadores
moleculares (Georgi y col., 2002). La suma de estas caracteristicas han
planteado la necesidad de la formacién de un consorcio internacional para
realizar, en un futuro cercano, la secuenciacion del genoma de durazno

(Abbott, G.; www.genome.clemson.edu/gdr/ conferencey).




Por estos motivos, la secuenciacién y analisis de gran cantidad de ESTs de
diferentes genotecas de cDNA de frutos de durazno sometidos a diferentes
tratamientos de postcosecha, no sélo puede dar indicios de las posibles
causas moleculares del problema de la harinosidad, sino que también estaria
contribuyendo a aumentar la informacidn de gendmica funcional de una
especie de importancia cientifica y econémica.

Con el objeto de identificar grupos de genes que pudiesen estar relacionados
a la generacion de la harinosidad en duraznos, en el presente trabajo de tesis,
se analizaron los perfiles de expresion digital de cuatro genotecas no
normalizadas de cDNA. Estas genotecas representan cuatro estadios de
postcosecha de frutos de la variedad O'Henry (variedad muy susceptible a
generar harinosidad). Los cuatro estadios simulan el proceso normal de
exportacién de la fruta a mercados distantes y por lo tanto, el proceso de
generacion de los sintomas de la harinosidad. Los analisis de expresion digital
permitieron identificar genes con niveles de expresion diferencial entre los
cuatro estadios evaluados. Ademas, para estudiar posibles eventos de
corregulacién transcripcional, se clonaron y analizaron las secuencias de
promotores de tres genes coexpresados preferencialmente en frutos durante
el almacenamiento en frio (taumatina, deshidrina y endoquitinasa) y de un gen
expresado preferencialmente en frutos harinosos (lipoxigenasa), evaluando la
presencia de motivos regulatorios conservados entre estos promotores.

Por lo tanto, segun los antecedentes planteados, en este trabajo se planted la

siguiente hipdtesis:



2.- HIPOTESIS
e Los niveles globales de expresién génica durante la vida de
postcosecha de frutos de duraznos revelan genes candidatos

relacionados al proceso de la harinosidad causada por frio.

3.- OBJETIVO.S
3.1.- Objetivos Generales
e Analizar los perfiles de expresion globales en cuatro estadios de
postcosecha en frutos de duraznos.
o Aislar promotores de genes de duraznos regulados por fiio y

expresados en frutos harinosos.

3.2.- Objetivos Especificos

1. Identificar grupos de genes expresados diferencialmente entre cuatro
estadlos de postcosecha de durazno utilizando los perfiles de
expresién digital mediante el método estadistico AC.

2. ldentificar grupos de genes expresados coordinadamente en cuatro
estadios de postcosecha de durazno realizando el agrupamiento
jerarquico de los perfiles de expresion digital.

3. Aislar y analizar in silico promotores de genes regulados positivamente

por frio y expresados en frutos de durazno harinosos.

!



4.- MATERIALES Y METODOS

4.1. - Genotecas de cDNA

En el presente trabajo de tesis se analizaron ESTs provenientes de cuatro
genotecas de cDNA, generadas desde mRNA aislado de mesocarpo de frutos
de duraznos {(variedad O’Henry), de cuatro estadios de postcosecha distintos:
E1, frutos de cosecha salidos de empaque ("packing”); E2, frutos salidos de
empaque mas cuatro dias a 20°C (frutos maduros y jugosos);, E3, frutos
salidos de empaque y almacenados por 21 dias a J:"C (empaque + 4°C) y E4,
frutos salidos de empaque, almacenados por 21 dias a 4°C mas cuatro dias a
20°C (frutos maduros y harinosos). Se utilizaron frutos de 1a variedad O'Henry
debido a que fue la variedad con mayor indice de harinosidad bajo nuestras
condiciones experimentales, es decir, mayor nimero de frutos con. porcentajes
de jugo extraible bajo el 10% (p/v), de ocho variedades analizadas en la
temporada del afio 2003 (Campos y col., datos no publicados).

En nuestro laboratorio se purificé el RNA total de frutos de cada uno de los
estadios descritos en el punto anterior y se generaron cuatro “pooles”
formados por cantidades equitativas de RNA de 10 frutos por estadio (Meisel y
col., 2005). El aislamiento del mRNA, la construccién de las genotecas y la

secuenciacion de los ¢cDNAs, fueron realizados por la empresa Agencourt

Bioscience Corporation (www.agencourt.com; USA).

4.2.- Agrupamiento de ESTs en contigs

En total se secuenciaron 50.625 ESTs de las cuatro genotecas de cDNA,

aproximadamente 12.500 ESTs por cada genoteca. Luego del




enmascaramiento de las secuencias provenientes de vectores y la eliminacién
de secuencias de mala calidad, se obtuvieron 43.491 secuencias de buena
calidad {definidas por un valor Phred Q > 20; Ewing y Green, 1998). Para
definir las secuencias de ESTs que provienen de un mismo gen, los 43.491
ESTs de buena calidad fueron agrupados en contigs utilizando el programa
Phrap bajo las condiciones de minmatch 50 y minscore 50 (Green, P.,

http://bozeman.mbt.washington.edu/Phrap.docs/Phrap.htm!). Este proceso

generé 4.983 contigs constituidos por 36.598 ESTs (Loira y col., datos no
publicados). Las secuencias que no ensamblaron en ningdn contig fueron
llamados singletones y estos no fueron considerados en este trabajo.
Utilizando el programa de visualizacién de ensambles Consed (Gordon y col.,
1998), se revisé el detalle de aproximadamente 200 contigs, para descartar
cualquier tipo de artefactos en los ensambles, como por ejemplo, ensambles

quiméricos.

4.3.- Identificacién de contigs expresados diferencialmente entre dos
estadios utilizando el método estadistico de Audic y Claverie (método
AC)

Los 4.983 contigs generados como se describe en 4.2., estan formados por el
ensamble de ESTs provenientes de las cuatro genotecas de cDNA. Cada
contig puede estar formado por distintas cantidades de ESTs de cada

genoteca, como se muestra de forma general en el siguiente esquema:

e




Condiciond  Condicion 2
(Genoteca 1) (Genoteca2)
N1 N2

Gen A {contig A) Xaq Vao
Gan B (contig B) Xg4 Y&z
Gan... (contig...) X4 V.a
Gen n (contig i) xn1 yn2

En donde se ve que el hipotético contig A estd formado por Xa; ESTs

provenientes de la genoteca 1 (constituida por un total de N7 ESTs) y por Yaz

ESTs de la genoteca 2 (constituida por un total de N2 ESTs). Xa € Ya

describen la “intensidad” de expresién del gen A en la condicién 1 y en la
condicion 2, respectivamente,

Para identificar genes o contigs de duraznos expresados diferencialmente
entre dos estadios de postcosecha (dos genotecas de cDNA), se usé el

método estadistico AC (Audic y Claverie, 1997). Dicho método define que la

probabilidad de observar X e Yy ESTs para un gen igualmente expresado en

las condiciones N7y N2, respectivamente, esta dada por:

Valores bajos de p corresponden a diferencias entre X e Y, que

improbablemente se deban a variaciones por azar si el gen a analizar es

expresado al mismo nivel en las condiciones N7 y N2. Este método fue

utilizado realizando todas las comparaciones posibles entre las genotecas, es




decir, E1 vs. E2, E1 vs. E3, E1 vs. E4, E2 vs. E3, E2 vs. E4 y E3 vs. E4. En
dichas comparaciones, se definieron los contigs expresados diferencialmente
cuando el valor p, definido en la férmula anterior, fue menor a 0,01. Los
valores p fueron calculados utilizando el programa Winflat (http:/igs-

server.cnrs-mrs.fr).

4.4.- Andlisis de perfiles de expresion digital: identificacion de contigs
coexpresados mediante agrupamiento jerarquico correlacional

Para identificar aquellos contigs que tienen un patron de expresion génica
similar en las cuatro genotecas de ¢DNA, se analizaron 1.801 contigs
constituidos por 5 o mas ESTs (Ewing y col., 1999). Para ello se generd una
tabla representando los perfiles de expresion de los 1.801 contigs (ntmeros de
ESTs por genoteca); cada contig es colocado en una fila y cada genoteca en
una columna diferente, por lo tanto, se obtiene una matriz de expresién de
1.801 x 4. Si dos genes son expresados de manera coordinada, se espera que
sus perfiles de expresién tengan forma similar, es decir, que dos series de
niimeros de EST sigan la misma tendencia de induccién-represion en las
cuatro condiciones. Como medida de similitud o distancia entre perfiles de
expresién de contigs y genotecas de cDNA, se utilizé el coeficiente de
correlacion lineal de Pearson no centrado (Fuc).

Siendo x e y vectores de n-componentes, para pares de cantidades (x; yi}, i =

1, ..., n, el coeficiente de correlacion lineal de Pearson no centrado esta dado

por la siguiente férmula:




Valores de r,. cercanos a 0 indican un bajo grado de correlacion (o mayor

distancia), mientras que valores cercanos a 1 indican un alto grado de
correlacién entre x e y (o menor distancia). En donde x e y son diferentes
genes asociados con sus correspondientes cantidades de ESTs (xy,..., X, e
(V1,....¥n) medidas en las genotecas de cDNA 1,..., n (con n =4). Lo mismo es
calculado para medir el grado de correlacién entre las genotecas de cDNA,
siendo ahora x e y diferentes genotecas asociadas con sus cantidades de
ESTS (X1,....Xn) € (¥1,...,Yn) para los genes 1,2,....n (con n = 1.801).

Luego, los contigs y genotecas de cDNA fueron agrupados jerarquicamente
utilizando agrupamiento promedio (“average linkage”), en donde la distancia
entre dos grupos (clusters) es calculada como la distancia promedio entre
todos los pares de r,. en los dos grupos diferentes (Eisen, 1999). De esta
manera, se genera una nueva tabla en donde los genes y las genotecas con
perfiles de expresion similares se agrupan juntos.

Los coeficientes de correlacién lineal de Pearson no centrado fueron
calculados utilizando el programa Cluster 3.0 (Eisen y col., 1998;

htto:/frana.lbl.gov/ EisenSoftware.html).

Luego, los resultados fueron visualizados y analizados utilizando el programa

Java TreeView (http:/fjireeview.sourceforge.net).
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4.5.- Anotacién de 1.801 contigs deducida por homologia contra
secuencias de bases de datos publicas

Para asignar una funcion putativa a cada uno de los 1.801 contigs utilizados
en el anélisis de expresién digital, estos fueron anotados electronicamente por
btisqueda de secuencias similares en tres bases de datos distintas, GenBank

nr  (htto://'www.ncbi.nim.nih.gov/), PlantGDB (hitp:/plantgdb.org/pgrop/

pgrop.php) vy TAIR (http://www.arabidopsis.org), utilizando el programa

BLASTx. Un grado de similitud significativo entre las secuencias fue definido
por un valor e < 10™ (Fei y col., 2004). Luego, los contigs fueron clasificados
en diferentes categorias funcionales segln los términos de procesos
biolégicos de  Gene  Ontology  (Ashburmer y  col, 2000,

www.geneontology.com).

4.6. - Analisis de expresién mediante transcripcion reversa con reaccion

en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

4.6.1. - Purificacion de RNA mensajero

Para analizar los patrones de expresion de los genes codificantes para
taumatina, endoquitinasa, deshidrina y lipoxigenasa, mediante la técnica de
RT-PCR, se aisld6 mRNA de los cuatro "pooles" de RNA total que se utilizaron
para construir las genotecas de cDNA (E1, E2, E3, E4), empleando el kit
"Oligotex MRNA Spin-Column” de Qiagen (catélogo 70022, Oligotex
Handbook, 05/2002). Se utilizaron 29 pg, 250 pg, 157 pg y 69 pg de RNA total
de los “pooles” E1, E2, E3 y E4, respectivamente. Se utilizaron cantidades

diferentes de RNA total por motivos de disponibilidad. Estas cantidades de
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RNA total se llevaron a un volumen final de 250 pL con agua destilada libre de

RNAsa y se siguio el procedimiento descrito por el fabricante.

4.6.2. - Cuantificacién de RNA mensajero

Para utilizar cantidades iguales de mRNA de los cuatro estadios (E1, E2, E3y
E4) en las reacciones de transcripcion reversa, fue necesario cuantificar de
manera precisa el mMRNA aislado. Para ello se utilizé el sistema de deteccion
de mRNA poli A (“Poly(A) mRNA Detection System”) de Promega (catélogo

K4040, www.promega.com/ths/tb282/th282.htmL), el cual es un sistema

basado en la utllizacién de la enzima luciferasa disefiado para detectar
especifica y sensiblemente mRNA poliadenilado. La deteccion esta basada en
una serie de reacciones enzimaticas que resultan en una emision de luz que
es proporcional a la cantidad de mRNA poli A en la muestra. Se utilizaron
triplicados de concentraciones conacidas de un mRNA poli A estandar (mRNA
sintético de 1,2 Kb codificante para kanamicina), para la construccion de una
curva de calibracion, segin las indicaciones del fabricante. Asi mismo, se
utilizaron diluciones (por triplicado) de mRNA de E1, E2, E3y E4y se calculd

la concentracion segun el procedimiento descrito por el fabricante.

4.6.3. - Construccion de DNA complementario

Se utilizaron 5ng de mRNA de E1, E2, E3 y E4 como templado para
reacciones de transcripcién reversa. Se ufiliz6 “ImProm-II™ reverse
Transcription System” de Promega y partidores de bligos dTTPs para realizar
los ensayos seglin instrucciones del fabricante (catalogo A3800), realizando

las reacciones de transcripcion reversa por 3 horas. Ademés, como contral
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interno de estas reacciones, a cada muestra de mRNA (E1, E2, E3 y E4)
utilizada se le agregé 0,25 pg de un mRNA heterdlogo (mRNA de 1,2 Kb
codificante para kanamicina). Para descartar una posible contaminacion con
DNA gendmico en las cuatro muestras de mRNA, se realizé un control
consistente en reacciones de transcripcion reversa sin la enzima transcriptasa
reversa. Para confirmar si los fragmentos amplificados desde los cDNAs
correspondian a los esperados, estos fueron clonados en el vector pBluescript

y secuenciados.

4.6.4. - Reacciones en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Los partidores utilizados para amplificar un segmento del cDNA de taumatina
fueron;: F-PRT (5-ACCTTGGCCATCCTCTTCTT-3) y R-PRT (5~
AGAAATCTTGACCCCCGTTC-3), generando un fragmento de 346 pb. Para
endoguitinasa: F-BEC (5-GTCAGCAGCGTCGTTAGCTC-3) y R-BEC (5-
GAGTTGGATGGGTCCTCTGC-3), generando un fragmento de 351 pb. Para
deshidrina: E-DX2 (5'-CCAAACCAAAGCCAGTTTGATTCA-3) y R-DX2 (5-
CCAGGTTTTGTATGAGTGCCGTA-3") generando un fragmento de 259 pb.
Para lipoxigenasa: F-LIP (5-AAGGAGCTCTTGACGTTGGA-3) ¥y R-LIP (5'-
TGTTAACAGGTGGGAAAACC-3') generando un fragmento de 306 pb. Para
amplificar un segmento de cDNA de actina los partidores utilizados fueron: F-
ACTIN7 (5'-CCTTCCAGCAGATGTGGATT-3)) y R-ACTINY (5'-
AGATTAGGCAAGGCGAGGAT-3") generando un fragmento de 325 pb. Los
partidores para amplificar un fragmento de 323 pares de bases del cDNA del

mRNA control (kanamicina) fueron: “Upstream Control Primer” (5'-
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GCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTC-3") y “Downstream Control Primer” (5'-
AGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAG-3).

Los cDNAs generados (descrito en 4.6.3.), se diluyeron 100 veces y en las
reacciones de PCR se utilizé 1 pL de cada una de estas diluciones como
templado. Las reacciones fueron realizadas en un volumen final de 20 pL,
conteniendo 0,5 uM de partidores, dNTPs 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM, 5 U de Tag
DNA polimerasa y 1X de tampon correspondiente. Las condiciones de las
reacciones fueron: denaturacién inicial a 93°C por 5 minutos, seguido por
nimero variable de ciclos (de 26, 28, 30, 32 y 34} de 93°C por 30 segundos,
55°C por 1 minuto y 1 minuto de elongacién a 72°C, finalizando con un paso

de elongacion final a 72°C por 10 minutos.

4.7. - Clonamiento de promotores de genes inducidos por frio {taumatina,

endoquitinasa y deshidrina) y harinosidad (lipoxigenasa)

4.7.1.- Extraccién de DNA desde hojas de durazno variedad O'Henry

El procedimiento para aislar DNA genémico desde hojas de durazno (variedad
O'Henry), se realizé adaptando el método descrito por Manubens y col., 1899,
Se recolectaron hojas de arboles de durazno O'Henry, ubicados en el Instituto
de Investigaciones Agropecuarias (INIA) La Platina. Las hojas fueron lavadas
con agua destilada, congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C
hasta el momento de su utilizacién. Cuatro a seis hojas fueron molidas
utilizando un mortero y nitrégena liquido hasta obtener un polvo fino. Luego, el
material vegetal pulverizado fue transferido a varios tubos de microcentrifuga

de 2 mL (aproximadamente 0,1 g de tejido por tubo). Posteriormente se
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agregd a cada tubo 0,6 mL de tampon de lisis (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;
EDTA 50 mM, pH 8,0; SDS 4% (p/v); NaCl 0,3 M; p-mercaptoetanol 0,14 M) y
0,2 mL de tampén CTAB (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM, pH 8,0,
CTAB 8,4% (p/v)). Se incubaron las suspensiones a 65°C por 30 minutos
mezclando ocasionalmente por inversién suave. Al finalizar la incubacion, los
tubos fueron puestos a temperatura ambiente y después de aproximadamente
5 minutos se agregd a cada uno 160 pL de acetato de potasio 5 M y se
dejaron en hielo por 10 minutos. A continuacién se agregé a cada tubo 960 pL
de solucién fenol:cloroformo:alcohol iscamilico en proporcion 25:24:1 y se
homogenizd la mezcla vigorosamente por inversién. Luego los tubos se
centrifugaron a 14.000 rpm por 10 minutos para posteriormente recuperar 900
pL de la fase acuosa (superior) y depositarla en nuevos tubos de
microcentrifuga de 2 mL. Se agregé a cada tubo 900 uL de solucion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1 y se mezclaron
vigorosamente por inversion para finalmente centrifugarlos a 14.000 rpm por
10 minutos. Posteriormente, 750 pL de la fase superior obtenida fueron
transferidos a tubos de microcentrifuga de 1,5 mL nuevos. Para precipitar el
DNA se agregé a cada tubo 750 ylL de isopropanol previamente enfriado a -
20°C, se mezcld invirtiendo los tubos 7 a 10 veces y se incubaron por 30
minutos a -20°C. Inmediatamente se centrifugaron por 10 minutos a 14.000
rpm y 4°C, se descarté el sobrenadante y los pellets de DNA se lavaron con
etanol 70%, posteriormente se centrifugaron a 14.000 rpm por 5 minutos, se
eliminé el sobrenadante y se secaron los pellets de DNA por centrifugacion al
vacio (Speed Vac) por aproximadamente 5 minutos. Los pellets fueron

resuspendidos en 50 ul de tampén TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM,
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pH 8,0), esto fue facilitado incubando la solucién a 65°C por 10 minutos. El
RNA fue eliminado adicionando 0,15 mg de Ribonucleasa A e incubando por
40 minutos a 37°C. A continuacién se agregé 0,2 mg de Proteinasa K y se
incubd a 50°C por 20 minutos. Las fracciones contenidas en cada tubo se
juntaron en un Unico tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. A este se le
agregaron 800 pL de fenol, se mezclé vigorosamente por inversion y se
centrifugd a 14.000 rpm por 10 minutos. Luego se recupero la fase acuosa y el
DNA fue precipitado por [a adicién de 1/10 de volumen de 3 M acetato de
sodio y 1 volumen de etanol a -20°C por una hora. Una vez precipitado el
DNA, los tubos se centrifugaron a 14.000 rpm a 4°C por 10 minutos,
descartando posteriormente el sobrenadante y lavando el pellet de DNA con
efanol 70%. Una vez seco, el DNA se resuspendié en 100 pL de agua
desionisada estéril. La calidad y concentracion del DNA gendmico fueron

confirmadas al correr una alicuota de 1 uL en geles de agarosa al 0,7%.

4.7.2. - Generacién de genotecas genomicas

Para aislar promotores de genes de duraznos inducidos por frfo y en la
condicién de harinosidad que sean funcionales en frutos, se utilizé la técnica
de "Genome Walker" o caminata genémica descrito por Siebert y col., 1995.
Para ello se construyeron genotecas gendmicas, constituidas por fragmentos
de DNA genomico de extremos romos fusionados a un adaptador de
secuencia conocida. Estas genotecas representan el genoma completo del
organismo en estudio. En este trabajo se construyeron 4 genoctecas
genémicas diferentes, utilizando cuatro endonucleasas de restriccion de corte

romo distintas (Mlsl, Pvull, EcoRV y Pael). Se digirié con cada una de estas
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enzimas 0,25 ug de DNA genémico de durazno de la variedad O'Henry por 18
horas a 37°C en un volumen final de 500 yl y utilizando 80 unidades
enzimaticas en cada reaccion. A las dos horas de incubacién, se agitaron las
reacciones por 10 segundos utilizando un vortex a velocidad suave. Una vez
digerido el DNA, se purificé mediante una extraccién orgénica con 1 volumen
de fenol, luego una extraccién con 1 volumen de cloroformo y finalmente el
DNA se precipitd con 2 volimenes de etanol al 95%, 0,1 volumen de acetato
de sodio 3 M (pH 4,5) y 20 pg de glicégeno. Luego de centrifugar el DNA a
14.000 rpm por 20 minutos a 4°C, el pellet obtenido se lavé con 100 pL de
etanol 80% y finalmente fue resuspendido en 20 pL de tampon TE (Tris-HCI

10 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM, pH 8,0; llevado a pH 7,3).

4.7.3. - Amplificacién de putativas secuencias promotoras o Caminata
Genomica (Genome Walker)

Para amplificar la secuencia 5' rio arriba del inicio de la traduccién de los
genes inducidos por frio (endoquitinasa, taumatina y deshidrina) y en
harinosidad (lipoxigenasa), se disefiaron los siguientes partidores especificos:
para endoquitinasa, BEC-GSP1 (5-TGCATTTCCAGCTTGCCTCCCACATTG-
3"} y BEC-GSP2 (5-CTGAGATCCCTAACAGCAAAGCTAGGGATA-3); para
taumatina, PRT-GSP1 (5-TGATTTTAGCTGCATGTGCACCTGAGAA-3) y
PRT-GSP2 (5-CGTCATGGAAATGTCTTAATTGGCTTGCTG-3Y); para
deshidrina, DX2-GSP1 (5-ACCGGTTCCGGTGGTGGTGTGATGAACC-3) ¥y
DX2-GSP2 (5-ACTCATCAGTCTTAGTAGGCTCGGGTGTT-3Y; para
lipoxigenasa, LIP-GSP1 (5-GAAGAAAACAAATTGGGAGGAGGAGAA-3)

LIP-GSP2 (5'-GCGTGTTCCAAAGAACACAATTCAGTGCCTT-3'). Utilizando
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como templado 1 Wl de las cuatro genotecas gendmicas, se realizaron
sucesivas reacciones de PCR. Para el primer grupo de reacciones de PCR, se
utilizé el partidor especifico para el adaptador 1, AP1 (5%
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3), y los partidores especificos 1
(GSP1) para cada uno de los genes de interés; la concentracion final de cada
partidor en las reacciones de PCR fue de 0,2 pM en un volumen final de 50 pl..
Se utilizd 5 U de la enzima “Synergy DNA polymerase” de Genecraft, haciendo
"hot start” manualmente, es decir, se adicloné la enzima a la reaccién en el
momento que se alcanzé el primer pico de temperatura (93°C). Las
condiciones para esta amplificacion fueron: 1 ciclo a 83°C por 10 minutos,
seguido de 7 ciclos de 93°C por 30 segundos y 72°C por 15 minutos, luego, 37
ciclos de 93°C por 30 segundos y 67°C por 15 minutos. Para el segundo
grupo de reacciones de PCR ("nested PCR"), se ultilizo el partidor especifico
para el adaptador 2, AP2 (5'-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3), y los partidores
gen especificos 2 (GSP2). Como DNA templado se utiliz 1 KL de una dilucion
1/50 de las primeras reacciones. Igual que en las reacciones anteriores, la
concentracién final de cada partidor fue de 0,2 pM en un volumen final de 50
pl y se utilizé 5 U de la enzima “Synergy DNA polymerase” haciendo "hot
start" manualmente. Las condiciones para esta amplificacion fueron: 1 ciclo a
93°C por 10 minutos, seguido de 5 ciclos (7 ciclos en el caso de deshidrina),
de 93°C por 30 segundos y 72°C por 15 minutos, luego 20 ciclos (30 ciclos en
el caso de deshidrina), de 93°C por 30 segundos y 67°C por 15 minutos. En
los casos sefialados, los amplificados se clonaron en el vector pBluescript o

pGEMT-easy y fueron secuenciados.
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4.8. - Material microbiolégico, medios y condiciones de cultivo

La bacteria Escherichia coli cepa DH5«, se crecié en medio LB liquido estéril
(1% triptona; 0,5% extracto de levadura; 1% NaCl) y en LB soélido esteril (LB
liguido mas 1,5% de agar). Las incubaciones se realizaron a 37°C por 16
horas y cuando se fraté de medio liquide la velocidad de agitacién fue de 250
rpm. El antibiético de seleccién utilizado en este trabajo fue Ampicilina (100
pg/mL), ya que los vectores utilizados poseian el gen que codifica para la

enzima B-lactamasa, la cual confiere resistencia a este antibidtico.

4.9. - Preparacion de células de E. coli DHSc competentes

Las células competentes utilizadas en esta tesis se prepararon segtn Inoue y
col., 1990. A partir de una colonia individual de E. coli DH5a, se inocularon 3
mL de medio LB y se incubé a 37°C por 16 horas con agitacién de 250 rpm.
Se agregé 1 mL de este cultivo a un volumen de 250 mL de medio LB. Las
bacterias se crecieron a 25°C hasta una densidad optica igual a 0,6 medida a
600 nanometros de longitud de onda. Luego, las bacterias se incubaron por 10
minutos en hielo y se traspasaron a un tubo de centrifuga previamente frio.
Las células se centrifugaron a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 20 mL de tampén TB frio
(preparado con una solucién PIPES 10 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM
ajustado a pH 6,7 con KOH 5 Ny agregando MnCl, hasta una concentracion
de 55 mM). Las bacterias se centrifugaron nuevamente a 4.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y el pellet se
resuspendié en tampon TB frio, se adicioné DMSO hasta una concentracion

final de 7% y se separaron alicuotas de 200 pL en tubos de microcentrifuga de
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1,5 ml. previamente enfriados a -20°C. Las bacterias se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

4.10. - Transformacién de E. coli DH5a por estrés térmico

Para transformar las células de E. coli DH5a con los vectores generados en
este trabajo, se incubaron en hielo 50 pL de células competentes con
aproximadamente 10 ng de DNA plasmidial por 30 minutos. Posteriormente,
las células se traspasaron a 42°C por 1,5 minutos para producir el estrés
térmico y luego se enfriaron en hielo por 2 minutos. A continuacion se agrego
1 mL de medio LB y se incubaron las bacterias a 37°C con agitacion de 250
rpm por 1 hora. Al finalizar el ttempo de incubacién, se colectaron las células
por centrifugacion por un periodo de 20 segundos a 14.000 rpm
descartandose el sobrenadante mediante inversion suave del tubo, lo cual
deja un remanente de aproximadamente 160 pL. Las células se
resuspendieron por pipeteo suave y se plaquearon en LB-agar, suplementado

con ampicilina (100 pug/mL).

4.11. - Extraccion de DNA plasmidial desde E. coli DH5a

El procedimiento se realizé segln Xiang y col., 1994. Se crecieron los clones
de E. coli que portaban los plasmidios de interés en 3 mL de medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg/mL) a 37°C por 16 horas, con agitacion
de 250 rpm. Luego de la incubacién, se traspasaron 1,6 mL del cultivo a un
tubo de microcentrifuga y se centrifugé a 14.000 rpm por 20 segundos. Se
descarté todo el sobrenadante y se resuspendié completamente el pellet de

bacterias en 100 pL de GTE (glucosa 50 mM; Tris-HCI 25 mM, pH 8,0; EDTA
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10 mM, pH 8,0) mediante una mezcla por vortex por aproximadamente 30
segundos. Se aiiadieron 200 (L de tampon de lisis (NaOH 0,2 M; SDS 1%) y
se invirtid el tubo dos veces para mezclar. Luego se adicionaron 150 uL de
solucion acetato de potasio 5M (preparade mezclando 60 mL de acetato de
potasio 5M; 11,5 mL de acido acético glacial y 28,5 mL de agua destilada) y se
agité vigorosamente. Esta mezcla se centrifugé por 10 minutos a 14.000 rpm.
El sobrenadante se recuperé cuidadosamente con una micropipeta, evitando
remover el precipitado, y se depositdé en un tubo de microcentrifuga nuevo.
Los &cidos nucleicos se precipitaron utilizando 1 mL de etanol 95% y se
mezcld invirtiendo un par de veces el tubo. Se centrifugd durante 1 minuto
para obtener el precipitado que corresponde a DNA plasmidial y RNA. El
sobrenadante fue descartado y el peilet se seco a temperatura ambiente o en
"Speed Vac". Posteriormente el pellet se resuspendié en un volumen de agua
desionisada variable (de 30 a 100 L), conteniendo 10 pg/mL. de Ribonucleasa
A. El DNA obtenido en este punto pudo ser rutinariamente utilizado en

reacciones de PCR y digestiones por endonucleasas.

4.12. - Electroforesis en geles de agarosa para analisis de DNA

Se utilizaron geles de agarosa desde 0,7% a 2,5%, segln cada caso, en
tampén TAE 1X (Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM pH 8,0) con bromuro de
efidio (0,1 mg/mL). Como estandar de peso molecular se utilizaron “1kb DNA
Ruler’, “1Kb Plus DNA Ladder”, “GeneRuler 100pb DNA Ladder” y A Hind Il
de Fermentas. Los geles fueron corridos en una camara BioRad Minisub Cell

G1, utilizando una fuente de poder BioRad Powerpac 300 de 50 a 100 V de

potencia.
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4.13. - Digestién de DNA con endonucleasas de restriccion

Las digestiones se realizaron utilizando 2 unidades de enzima por cada 0,5 pg
de DNA, aproximadamente, en un volumen final minimo de 15 JL e
incubaciones de a lo menos 2 horas a la temperatura recomendada para cada

enzima de restriccion.

4.14. - Ligacion de DNA utilizando T4 DNA ligasa

Las ligaciones de fragmentos de DNA purificados con vectores linearizados,
se realizaron con proporciones de aproximadamente 8:1, respectivamente. Se
utilizaron entre 2 a 4 unidades de T4 DNA ligasa de New England BiolLabs, en
volumenes finales entre 7 a 15 pL a 16°C por 18 horas, utilizando bafios

termoregulados de agua o termocicladores.

27




5.- RESULTADOS

5.1.- Genotecas de cDNA, niimero de ESTs secuenciados y generacion de
contigs

En el proyecto dentro del cual se enmarca este trabajo de tesis
(www.genomavegetal.cl), se secuenciaron 50.625 ESTs provenientes de
cuatro genotecas de cDNA no normalizadas de frutos de duraznos de la
variedad O’Henry sometidos a diferentes tratamientos de postcosecha. Dichos
tratamientos simulan el proceso de exportacion de las frutas (almacenamiento
en frio y generacion de los sintomas de la harinosidad) y el proceso de
maduracién normal, es decir, cuando las frutas no son sometidas a una
cadena de frio. Se utilizo la variedad O’Henry debido a que fueron frutos muy
susceptibles a tornarse harinosos (ver materiales y métodos). En la tabla 1 se
describen cada una de las genotecas de cDNA.

De cada genoteca se secuenciaron cantidades similares de ESTs
(aproximadamente 12.500). Al eliminar las secuencias de mala calidad
utilizando el programa Phred, se abtuvieron en total 43.491 ESTs de buena
calidad (ver materiales y métodos). Como se observa en la tabla 2, la
proporcién de ESTs de buena calidad sigui6 siendo similar para cada una de
las genotecas de cDNA utilizadas. Estos ESTs fueron ensamblados utilizando

el programa Phrap bajo las condiciones de minmatch 50 y minscore 50

(Green, P., http://bozeman.mbt.washington.edu/Phrap.docs/Phrap.html). Estos
estrictos criterios, permiten ensamblar en un mismo contig ESTs provenientes
del mismo transcrito previniendo la formacién de ensambles quiméricos.

Ademds, la estrictez de los criterios del ensamble permite separar ESTs que

28




sean de genes de la misma familia génica y formas alternativas del mismo
gen, ya sean casos de empalmes alternativos o polimorfismos (Burke y col.,
1998). En la tabla 3 se muestra el niimero de contigs formados agrupando los
ESTs de las cuatro genotecas por el método de Phrap. Un total de 4.883
contigs fueron generados. Debido a las propiedades del ensamble, cada uno
de los contigs representa un unico gen (Burke y col., 1898; Ohihara y col.,
2003). Ademds, en la tabla 3 se muestra el nimero de contigs formados por
distintas cantidades de ESTs, indicando de cierta manera, genes con
diferentes niveles de expresion (Ewing y col., 1999).

Tabla 1. Descripcién de las genotecas de cDNA de frutos de durazno,
variedad O'Henry.

Nombre Descripcién

E1 Construida a partir de mRNA de mesocarpo de 10 frutos de cosecha
procesados en “packing” (empaque; frutos no maduros).

E2 Construida a partir de mRNA de mesocarpo de 10 frutos procesados en
“packing” y dejados madurar a 20°C por 4 dias (frutos maduros y jugosos).

Construida a partir de mRNA de mesocarpo de 10 frutos procesados en
E3 *packing” y sometidos a una cadena de frio a 4°C por 21 dias (frutos no
maduros almacenados a 4°C),

Construida a partir de mRNA de mesocarpo de 10 frutos procesados en
E4 “packing”, sometidos a una cadena de frio a 4°C por 21 dias y dejados
madurar a 200C por 4 dias (frutos maduros y harinosos).
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Tabla 2. Namero de ESTs de buena calidad por genoteca de cDNA.

TOTAL | ESTs E1 (%) | ESTs E2 (%) | ESTs E3 (%) | ESTs E4 (%)
ESTs
10.961 10.728 11.142 10.660
analizados 43.491
(25,2 (24,7)° (25,6)° (24,5)°
{Q > 20)

*Porcentaje de ESTs de cada genoteca con respecto a los 43.491 ESTs de buena

calidad (valor Phred Q > 20).

Tabla 3. Namero de contigs formados por distintas cantidades de ESTs.

# ESTs por
Contig <5 25 5<X<10 ([10<X<25| 225
# Contigs 3.182 | 1.801 674 540 286

5.2.- Identificacion y andlisis de contigs con niveles de expresion
diferencial utilizando el método estadistico de Audic y Claverie

Un nUmero relativamente aito de ESTs provenientes de un tejido o tratamiento
especlfico, pueden indicar los niveles de expresion de varios genes en dichos
tejidos o tratamientos, tomando en cuenta la abundancia relativa de un
determinado cDNA dentro de la poblacién total de ESTs (Rafalski y col., 1998;
Ewing y col., 1999; Mekhedov y col., 2000). El problema basico relacionado
con este tipo de analisis, es la eficiencia de los tests estadisticos utilizados
para detectar cuales genes estan siendo expresados diferenciaimente en las
condiciones estudiadas (Claverie, 1999). Romualdi y colaboradores, 2001,
compararon diferentes métodos estadisticos usados comlnmente en la

deteccién de genes expresados diferencialmente, y sus resultados sugirieron
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que el método estadistico de Audic y Claverie (método AC; Audic y Claviere,
1997), es el método mas eficiente en detectar diferencias en expresién génica
al comparar dos condiciones diferentes. El método AC ha sido utilizado por
varios investigadores y con datos de ESTs de diversos sistemas biologicos
(Fei y col., 2004; Ronning y col., 2003; White y col., 2000; Andrews y cof.,
2000; lyengar y col., 2002).

En este trabajo, se utilizé esta aproximacién experimental (también conocida
como “Northern electronico”) para identificar genes expresados
diferencialmente entre dos estadios de postcosecha distintos, analizando
estadisticamente (método AC) las frecuencias de ESTs por cada uno de los
genes (contigs) en cada genoteca.

Al comparar el estadio E1 con E2, se estan observando aquellos genes
relacionados al proceso de maduracion normal. Se identificaron 39 contigs
inducidos en este proceso (mayor expresion en E2, p < 0,01) y 44 contigs que
son reprimidos (mayor expresion en E1, p < 0,01). Comparando el estadio E1
con E3, se observan los genes cuya expresién es modificada durante el
almacenamiento de los frutos por 21 dias a 4°C. En este caso, se identificaron
63 contigs que se inducen (mayor expresion en E3, p < 0,01) y 60 contigs que
se reptimen (mayor expresion en E1, p < 0,01). Cuando se compara el estadio
E3 con E4 se estan observando los genes relacionados al proceso de
maduracién “anormal”’, el cual genera frutos harinosos. En este proceso se
identificaron 57 contigs que son inducidos (mayor expresion en E4, p < 0,01} y
84 contigs que son reprimidos (mayor expresion en E3, p < 0,01). Todos estos
contigs fueron subdivididos en categorias funcionales de acuerdo a la funcién

putativa asignada por homologia utilizando Blastx (figura 1).
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De los genes inducidos en el proceso de maduracion, identificados a través de
esta aproximacion experimental (figura 1A), varios han sido asociados
previamente a la maduracién de frutos, como son los casos de ACC oxidasa
(biosintesis de etileno; Barry y col, 1998), endopoligalacturonasas
(desensamble de la pared celular; Trainott y col., 2003), proteina EB
(estructura de la pared celular; Trainotti y col., 2003), proteinas similares a
alergenos (estructura de la pared celular; Brenna y col., 2004), entre otros.
Como se puede observar en la figura 1A, la mayoria de los genes que son
inducidos en frutos maduros estan relacionados al proceso de degradacion de
la pared celular (14 contigs similares a endopoligalacturonasas), lo que guarda
relacion con el proceso de ablandamiento que experimentan los frutos cuando
maduran (Trainotii y col., 2003).

La mayoria de los genes que son reprimidos en el proceso de maduracion
(figura 1B), corresponden a genes similares a protefnas relacionadas a
diversos procesos de transporte y genes que responden a estimulos de acido
abscisico (ABA). Interesantemente, 6 de estos genes estan relacionados al
desensamble de la pared celular (4 similares a pectina metil esterasas, Micheli,

2001 y 2 similares a pectato liasas, Marin-Radriguez y col., 2002).
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Figura 1. Distribucién de contigs con niveles de expresién diferencial
(método AC) segin categorias funcionales. En los diferentes graficos de
tortas se muestran el nimero de contigs expresados diferencialmente (p < 0,01)
en tres comparaciones y los procesos biologicos asignados por homologia
(BLASTX). A: clasificacion de los 39 contigs inducidos en frutos maduros
normales (E2) comparativamente con frutos de empaque (E1), B: clasificacion de
los 44 contigs reprimidos en frutos maduros normales (E2) comparativamente
con frutos de empague (E1), C: clasificacion de los 63 contigs inducidos en frutos
almacenados en frio (E3) comparativamente con frutos de empaque (E1), D:
clasificacién de los 60 contigs reprimidos en frutos almacenados en frio (E3)
comparativamente con frutos de empaque (E1), E: clasificacion de los 57 contigs
inducidos en frutos harinosos (E4) comparativamente con frutos almacenados en
frio (E3), F: clasificacién de los 84 contigs reprimidos en frutos harinosos (E4)
comparativamente con frutos almacenados en frio (E3). En la parte inferior de la
figura se muestra un esquema que describe [as tres comparaciones analizadas.
(IAA, auxina; ABA, acido absicico; GA, écido giberélico; P.C., pared celular).

Como se puede observar en la figura 1C, la mayoria de los genes inducidos
en los frutos de duraznos cuando son almacenados a 4°C por 21 dias, tienen
homologia a genes relacionados en respuestas a estrés, en total son 28
contigs, dentro de los cuales se encuentran: & similares a taumatinas (Ruperti
y col., 2002), 7 similares a quitinasas (Gijzen y col, 2001) y 6 similares a
deshidrinas (Thomashow, 1998). La mayoria de los genes que son reprimidos
en este proceso (figura 1D), son genes relacionados al desensamble de la
pared celular, lo que guarda relacién con la detencion del proceso de
maduracién cuando los frutos son almacenados a 4°C.

En la figura 1E se puede observar que la mayoria de los genes gue son
inducidos en E4 con respecto a E3, estdn relacionados al proceso de
desensamble de la pared celular, como es en el caso de los genes inducidos
en el proceso de maduracion normal (figura 1A}. Sin embargo, el niumero de
genes relacionados a la estructura de la pared celular es mayor en el proceso

de maduracién anormal con respecto al proceso de maduracion normal (14 y 5
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contigs, respectivamente). Ademas se observan 2 contigs similares a una
enzima (lipoxigenasa; contigs 4373 y 4733) que participa en la biosintesis de
4cido jasmonico (Heitz y col., 1997). Este compuesto es una hormona vegetal
que participa en diversos procesos biolégicos en casi todo el reino vegetal,
dentro de los que se encuentran respuesta a esirés, desarrollo y maduracion
de frutos (Creelman y Mullet, 1997). La mayoria de los genes reprimidos en
esta comparacion (E3 vs E4) corresponden a genes relacionados a defensa y
respuesta a estrés (30 contigs, figura 1 F), incluyendo 4 contigs similares a
taumatinas, 4 similares a quitinasas y 8 similares a deshidrinas. Estos
resultados sugirieren que la induccién de la expresion de este tipo de genes
en frutos a 4°C, es reprimida al colocar nuevamente los frutos a temperatura
ambiente (E4).

Interesantemente, al comparar los estadios E2 y E4 (datos no mostrados),
inicamente se detectaron por este método 7 genes que se inducen {mayor
expresién en E4, p < 0,01) y 9 genes que son reprimidos (mayor expresion en
E2, p < 0,01). Los 7 contigs inducidos corresponden a: 3 similares a proteina
E6 (contigs 4950, 4952 y 4975), 1 a pectina melil esterasa (contig 4957), 1 a
expansina (contig 4933; Hayama y col., 2000), 1 a ACC sintetasa (contig 4557;
biosintesis de etileno; Nakano y col., 2003) y 1 similar a lipoxigenasa (contig
4733; biosintesis de &cido jasménico; Heitz y col., 1997). Los 9 contigs
reprimidos son los siguientes: 4 similares a proteinas alergenas (contigs 4749,
4863, 4976 y 4983), 2 similares a endopoligalacturonasas (contigs 4702 y
4981), 2 similares a proteinas inducidas por ABA (contigs 4959 y 4973) y 1

contig similar a una proteina de funcién desconocida (contig 4851).
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5.3.- Analisis de perfiles de expresion digital: identificacion de contigs
coexpresados

Un primer paso logico en la extraccién de informacion de valores de expresion
génica a escala genomica, es examinar los casos extremos, por ejemplo,
aquellos genes con diferencias significativas en sus niveles de expresion en
dos muestras individuales, la cual es una técnica eficiente para buscar
posibles marcadores moleculares de algiun fenotipo en particular. Este
objetivo, fue abordado en esta tesis, comparando estadisticamente las
cantidades de ESTs de cada uno de los genes (contigs) en dos genotecas de
cDNA distintas, utilizando el método AC (“northern electrénico”).

Sin embargo, este tipo de analisis no puede ser utilizado para identificar
grupos de genes que tengan un patrén de expresién similar en mditiples
condiciones y por defecto, grupos de genes que tengan un patron de
expresion diferente en multiples condiciones (Stekel y col., 2000). Este tipo de
enfoque, nos aporta informacién acerca de genes que son coexpresados
(algunos de los cuales pueden estar siendo corregulados) y por lo tanto,
podrian estar interrelacionados funcionalmente (Ohlrogge y Benning, 2000).
Ademés, los perfiles de expresion, aportan informacién adicional y util para
realizar la anotacién funcional de genes que no exhiben similitud estructural
significativa con ortélogos previamente caracterizados (Claverie, 1999).

Para abordar este objetivo, se realizé un analisis de expresién geénica
coordinada de los ESTs de las genotecas E1, E2, E3 y E4. Para ello se
seleccionaron los contigs con un mayor nivel de expresion, que basado en
trabajos previos (Ewing y col., 1999), son aquellos que estan formados por 5 o

mas ESTs (tabla 3). Con estos 1.801 contigs se construyd una tabla matriz
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con los perfiles de expresidn, como se describe en materiales y métodos.
Como medida de similitud de los perfiles de expresién de los contigs y de las
genotecas se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson no centrado para
luego agruparlos jerarquicamente de acuerdo al método de Eisen y col., 1998.
En la figura 2 se observa la representacion grafica de los resultados obtenidos.
Los perfiles de expresién son simbolizados con una escala colorimétrica,
yendo de amarillo, cuando no hay ESTs, hasta rojo cuando hay 25 ¢ mas
ESTs. Los contigs (filas) y las genotecas (columnas) son reordenados y
agrupados segtn la similitud en sus perfiles de expresion. El grado de similitud
es representado por un arbol o dendrograma, en donde el largo de cada rama
representa los coeficientes de correlacién de Pearson calculados para cada
par de genes.

Claramente se puede observar en la figura 2A, grupos de genes altamente
expresados en cada una de las cuatro genotecas como bloques de color rojo
intenso. Ademas, se pueden identificar 10 grupos o clusters jerarquicos
principales (indicados como A, B, C, D, E, F, G, H, | y J). Cada uno de estos
clusters tienen un coeficiente de correlacion r,. > 0,8, lo que indica un alto
grado de similitud (Eisen, 1999). También se puede observar que las
genotecas con perfiles de expresion mas similares son E2 y E4 (r,. = 0,7).
Esto es consistente con los resultados obtenidos con el método AC, en donde
s6lo se detectaron 16 contigs con diferencias significativas en sus niveles de
expresién.

En la figura 2B se muestran dos imagenes ampliadas correspondientes a

grupos de contigs expresados preferencialmente en el estadio E3 (cluster B,

37




imagen superior) y en el estadio E4 (cluster G, imagen inferior). Puede
observarse que genes con funciones similares se agrupan juntos.

Los patrones de expresion de cada uno de los cluster (A hasta J), en
promedio, son mostrados en la figura 3. Cuatro de los diez clusters muestran
patrones de expresién de tipo genoteca-especificos: los clusters B (293
contigs), D (140 contigs), G (103 contigs) y el cluster | (194 contigs) contienen
contigs expresados preferencialmente en los estadios E3, E1, E4 y E2,
respectivamente. El cluster J esta constituido por 259 contigs expresados
preferenciaimente en los estadios de frutos maduros, fanto en jugosos como
en harinosos (E2 y E4).

Los 1.801 contigs analizados en este ensayo, fueron anotados funcionalmente
como se describe en materiales y métodos. En la figura 4 se muestra la
distribucién de estos contigs segun las categorias funcionales asignadas por
homologia y segln los patrones de expresion, es decir, a cual cluster
jerarquico pertenecen. Puede observarse en la figura 4A, que gran cantidad de
los contigs pertenecientes al cluster B tienen homologia a genes relacionados
en respuestas a estrés y defensa (61 contigs). Dentro de este grupo de contigs
se encuentran 11 similares a endoquitinasas, 11 deshidrinas y 10 taumatinas.
Ademas en este cluster se observa una gran cantidad de contigs refacionados
con los procesos de degradacion de proteinas (27 contigs) y plegamiento de
proteinas (10 contigs), procesos muy activos en respuestas a estrés por frio y
otros tipos de estrés (Sabehat y col., 1998; |ba, 2002; Spear y Ng, 2003).
También puede observarse, un importante nimero de contigs relacionados a
la estructura y a procesos de degradacién de la pared celular en el cluster J

(13 y 27 contigs, respectivamente). Esto Ultimo es esperado, ya gue como se
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menciond antes, son procesos relacionados con Ia maduracion y
ablandamiento de los frutos. Los resultados guardan relacién con lo observado
con el método AC (figura 1Ay 1E).

Nétese también en la figura 4A, que existe una categoria llamada snakin-1,
este es un grupo de contigs que muestran homologia con una proteina anti-
patogena de papa (Solanum tuberosum), llamada snakin-1 (Segura y col.,
1999). Estos contigs estén clasificados independientemente porque en el
trabajo de Trianotti y col., 2003, se comenta que esta protefna es destinada a
la pared celular y el patron de expresion detectado en ese trabajo es similar al
observado por este procedimiento (cluster D), es decir, alta expresién en frutos
fisioldgicamente maduros (madurez de cosecha) y baja en frutos con madurez
de consumo, debido a que su expresion es regulada negativamente por
etileno.

En las figuras 4B y 4C se muestra la distribucién de otros grupos de contigs
que participarian en distintos procesos metabdlicos y en diversos procesos de
transporte, respectivamente. Es interesante notar que un nimerc importante
de contigs relacionados a procesos de transporte de proteinas se agrupan en
el cluster H (figura 4C) y esto se relaciona con la proporcién de contigs que
participan en procesos de biosintesis de proteinas en este mismo cluster

(figura 4A).

39




0 4 71114182125 E2 E4 E3 B

EIEZE4E3
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4135, alergeno relacionado a patogénesi

4295, sin ht
4297, proteina de shodkténmico 70 (HSPT0)
4299, beta- Doilosidasa

4693, proteina tipo BUMEting

4862, endoquitinasa

4816, proteina induada por harpinas
4142, proteina tipo Bumating
4145 desconodda
Egﬂu,pmhaipodobdm

4215, quitnasa de dase 4
4223, proteina asociada 3 senecsendia
4797 proteina Bpo Bumatina

3316, endo-1 4-beta-D-glucanasa
3385, desconocida

3460, RAN

3461, proteina de union a oxiesterol

3672, desoonocida
3463, proteina de wansporte SEC13

4373 lipoigenasa
3963, glicoproteina rica en hidroxiprolina
557, lzmmdwwmol-afboﬂaoms

3765, carbohidrato kinasa tipo pkB
3770, ribonudeasa 3
desoonocida

3836,
3058, proteina de unidn 3 caldo
4391, erredoxina
. 4657 proteina B5
4397 proteina B5
39128, mencaptopinnato sulurotranskrasa

4933 expansina PpBp2
4156, endo-1 4-beta-glucanasa
4347  desconocida

B 4952 proteina B6

Figura 2. Agrupamiento jerarquico de contigs y genotecas de cDNA seglin sus
perfiles de expresién. A: Un total de 1.801 contigs, formados por 5 o mas EST's, fueron
seleccionados para construir un mapa de agrupamiento correlacional, utilizando los
coeficientes de correlacién lineal de Pearson no centrado y agrupamiento promedio (ver
materiales y métodos). El perfil de expresion de cada gen o contig es representado por una
Gnica fila de cajas coloreadas y cada una de las genotecas (El, E2, E3 vy E4) es
representada por una unica columna. Diferencias en la expresion génica son representadas
con una escala colorimétrica, el rango es mostrado en la esquina superior izquierda de la
figura, siendo amarillo 0 EST’s y rojo 25 o mas EST’s. Se indican en la figura los diez
clusters jerarquicos principales (A-]). B: Se muestran dos regiones expandidas del mapa
(indicadas con flechas negras en 2A), en donde se describe el codigo numeérico de cada
contig y la anotacién deducida por homologia (Blastx); la regién expandida superior
corresponde a una parte del cluster B (contigs mayormente expresados en E3), y la region
expandida inferior muestra una parte del cluster G (contigs mayormente expresados en E4).
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Figura 3. Patrones de expresion génica

Cluster J

de los 10 clusters principales

obtenidos mediante agrupamiento jerarquico. Clusters (A-]) se corresponden
con (A-J) de la figura 2. En los histogramas se grafica el nimero promedio de
EST’s constituyentes de cada contig (ejes Y), con el error estandar para cada una
de las genotecas de cDNA, (verde: E1; rojo: E2; anaranjado: E4; azul: E3).

Dentro de los contigs expresados preferencialmente en el estadio E4

(agrupados en el cluster G) se pueden observar dos contigs similares a

lipoxigenasa (contigs 4373 y 4733; biosintesis de acido jasmonico, figura 4B).

Este resultado guarda relaciéon con lo obtenido mediante el método AC (figura
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1E), en donde se observd que estos dos contigs son expresados
significativamente mas en el estadio E4 en comparacion a E3. Hay que notar
que, aunque estos dos contigs son expresados coordinadamente, solo el
contig 4733 es expresado significativamente mas (método AC) en frutos del
estadio E4 que en frutos del estadio E2 (ver pagina 33).

Es de conocimiento general que los factores de transcripcion son importantes
en regular las respuestas fisiolégicas frente a factores ambientales, como
también en distintos eventos de desarrollo en todos los organismos vivos
(Chen y col., 2002). Por lo tanto, para poder dilucidar de manera mas
detallada posibles vias regulatorias que puedan estar activas en los distintos
estadios de postcosecha de durazno aqui evaluadas, se analizaron los contigs
que presentaban similitud a factores de transcripcion y que estén expresados
preferenciaimente en las genotecas Ef, E2, E3 y E4, como aquellos
expresados principalmente tanto en las genotecas E2 'y E4 (clusters D, 1, B, G
y J, respectivamente). En la tabla 4 se muestran los contigs similares a
factores de transcripcién encontrados exclusivamente en cada uno de los
clusters mencionados. Varios de los factores de transcripcién han sido
caracterizados funcionalmente en otras especies vegetales y para algunos de
ellos se conocen las secuencias de los sitios de unién a promotores. En la
tabla 4 se describen brevemente las funciones asignadas a cada uno de los

factores de transcripcion y las referencias.
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Figura 4. Distribucién de los contigs analizados segin sus perfiles de expresién y
categorias funcionales asignadas. Los 1.801 contigs formados por 5 o mas EST's fueron
anotados utilizando BLASTx contra tres bases de datos diferentes (GenBank nr, TAIR vy
PlantGDB); luego fueron clasificados en las categorias funcionales correspondientes de acuerdo a
su funcién putativa (ejes X). En los graficos se muestra el nimero de contigs pertenecientes a
cada una de estas categorias funcionales (eje Z) y a qué grupo de perfiles de expresién
pertenecen (clusters A, J; eje Y). En A se muestran los contigs que participarian en procesos
biolégicos distintos a metabolismo o transporte como también aquellos a los que se les desconoce
una funcién y los contigs que no son homélogos a ninguna secuencia publicada (sin hit). En B se
describe el nimero de contigs que participarian en diferentes procesos metabdlicos y en C se
muestran aquellos contigs que participarian en procesos de transporte.

(P.C., pared celular; dest. a P.C., destinacién a pared celular; Crec. y-o Mant. celular, crecimiento
y-0 mantenimiento celular; Transd. de sefales, transduccion de sefiales; Proc. de RNA,
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procesamiento de RNA; Metabolismo Sec., metabolismo secundario; Metabolismo de C.H.,
metabolismo de carbohidratos; Metabolismo de A.A., metabolismo de aminodcidos; Metabolismo
de Nts., metabolismo de nucleétidos; Biosintesis de A.J., biosintesis de &cido jasmonico;
Biosintesis de P.C., biosintesis de pared celular; M., metabolismo; M. de C. aromaticos,
metabolismo de compuestos aromaticos; Via pentosas-P, via de las pentosas fosfato).

Tabla 4. Factores de transcripcién expresados preferencialmente en distintas
genotecas.

CLUSTER

Factor de
transcripcion {(contig)

Descripcion

Referencia

Factor de transcripcién con dominio de unién a GCC-
box, regula la induccidn de genes en respuesta a

Fujimoto y col.,

ERF1 (3235) estrés bidtico y abldtico, de manera dependiente o 2000
independiente de etileno.
. s Factor de transcripcion con dominio de unién a DRE. Shinozaki
Tipo DFlt:'iBi ::g;;-famllla Activador de la expresion génica en respuesta a Yamaguchly-
estrés de frio o de deshidratacién. Shinozaki, 2000
Factor de transcripcién con dominios de unién a Dellagi f
Tipo WRKY (3877) elementos W box. Regulacién de la expresion de ¢ ZQOO}E)CO o

genes en respuesta a elicitores.

bZIP tipo 02 (3724)

Control de la expresion especifica en endosperma de
varios genes de proteinas de almacenamiento en
semillas de cereales a través del motivo en cis
GCN4.

Onodera y col.,
2001

Homeobox-cierres de
leucina 22 (2851)

Requlacién de varios procesos relacionados al
desarrolle (floracidn, pigmentacion, elongacién de
hipecétilos, morfologia de hojas).

Schena y Davis,
1994

Proteina tipo NAM
(3304)

Regulador de transcripcién expresado en varios
tejidos y estados de desarrollo.

Ooka y col., 2003

ERE 5 (4319)

Factor de transcripcién con dominio de unién a GCC-
box, regula la induccién de genes en respuesta
estrés bidtico y abiético, de manera dependiente ¢
independiente de etileno.

Fujimoto y col,,
2000

Proteina tipo NAM
4173

Proteina de respuesta a
IAA (3917)

Regulador de transcripcion expresado en varios
tejidos v estados de desarrollo.

Represor de genes de respuesta temprana a IAA a
bajas concentraciones de IAA, Es inducido por IAA.

Coka y col., 2003

Liscum y Reed,
2002

Homeodominie 1 tipo
BEL-1 (4191)

Control de la fertilidad y desarrollo de frutos.

Dong y col., 2000

Regulacion de varios procesos metabélicos.

Baranowskij y

Familia Myb (3563) col., 1994
Familia Myb- Establecimiento de identidad celular durante el Koltai y McKenzie,
desarrollo. 2000

PHANTASTICA (3312)

Familia Myb con dominio
de unidén a motivo AG-1
3498

Induccldn de genes relacionados a defensa en
respuesta a dafio y elicitores.

Regula la expresidn de genes en zonas de abscision,
es regulado positivamente por etileno y

Sugimoto ¥ col.,
2003

Tucker y col.,

Bzip tipo TGA (4778) negativamente por IAA. Se une a elementos 2002
ACGTCA.
. Factor de transcripcion con dominio de unidn a DRE. Shinoczaki y
Proteina tipo DREB Activador de la expresion génica en respuesta a Yamaguchi -

(3742)

estrés de frio o de deshidratacion.

Shinozaki, 2000

Proteina tipo MADS-box
(4451)

Regulacién del desarrollo de érganos vegetativos
(raices y hojas) y reproductivos (flares, semillas y
frutos).

De Bodt y col.,
2003

e




Protefna con dedos de
zinc tipo CCCH (3660)

Factor de transcripclon envuelto en respuestas a
estrés hidrico. Se une a elementos con core AGT vy
ACT-box.

Sakamoto y cof.,
2000

ERF3 (4586)

Regulador negativo de la via de sefializacién
medlada por etileno durante transduccién de sefiales
de estrés. Contiene dominio de unién a los sitios
GCC-box.

Ohta y col., 2001

Tipo WRKY (3201)

Familia TCP (3690}

Factor de transcripcién con dominios de unidn a
elementos W box. Regulacién de la expresion de
enes en respuesta a estrés bidticos y abidticos.

Regulacion de genes relacionados a crecimiento y
desarrollo.

Eulgem y col.,
2000

Kosugi y Ohashi,
2002 _

Proteina con
homeodoniinio de cierres
G de leucina (4230)

Probable participacién en la activacidn de la
expresion génica en respuesta a JAy azllcares como
en la represidn en respuesta a fosfato y auxina.

Tang y cof., 2001

Tipo bHLH (3952)

Amplio espectro de funciones en regulacién de
proliferacién v diferenciacion celular.

1IEM y col., 2003

Unién a CCAAT-box

Participacién en la regulacion ambiental y de

Edwards y col.,

3931 desarrollo de la expresién génica. 1998
Proteina de unién a elementos de respuesta a
Relacio(r;ascgzs AP2.2 etileno. Expresado fuertemente en flores en Okam;ég; col.,
Arabidopsis. .
Partlciparia en la inducclén de la expresion de genes Rugner y col.,
bZIP (4550) controlados por luz, 2001
bZip (4122) Relacionado al desarrollo de flores en tabaco. St;g}:hn;ggr; Y
Proteina IAA16 (4400) Factor de transcripcién inducido por IAA. Llscur;o\ézReed,
Proteina de respuesta a N " Liscum y Reed,
J IAA (4189) Factor de transcripcién inducido por IAA. 2002
Proteina de respuesta a N Liscum y Reed,
IAA (4726) Factor de transcripcion inducido por IAA. 2002

EREBP (4857)

Relacionado al término de la dormancia de hayucos.
Responde a etileno.

Calvo y cof., 2003

Proteina conteniendo
dominio AP2 (4625}

Similar a cDNA con dominlo AP2 aislado de Prunus
armeniaca en estado de maduracion.

Sin publicar

Proteina AUX22 (4734)

Factor de transcripcion inducido por IAA,

Ainley y col.,
1988

Proteina AUX28 (4846)

Factor de transcripcidn inducido por IAA.

Ainley y col.,
1988

Cluster D, I, B, G y J: contigs expresados mayoritariamente en E1, E2, E3, E4 y E2-E4,

respectivamente.

5.4.- Anélisis de la expresion de taumatina, endoquitinasa, deshidrina y

lipoxigenasa por RT-PCR

Los analisis de expresién digital realizados en este trabajo, sugieren la

existencia de genes expresados diferencialmente en los cuatro estadios

estudiados. Muchos de los genes inducidos en el proceso de maduracion ya

45




habfan sido asociados a este proceso, tanto en duraznos (Trainofti y col.,
2003) como en otros frutos, especialmente en tomate (Fei y col., 2004).
Ademas, resulta muy interesante que muchos de los genes inducidos en el
estadio E3, o sea, en frutos almacenados a temperaturas bajas, tengan
homologia a genes relacionados con procesos de defensa. Se ha observado
que los niveles de expresion de los mRNA de este tipo de genes se ven
aumentados en respuesta a diversos tipos de estrés, incluido estrés por frio
(Schenk y col., 2000; Kreps y col., 2002; Mahalingam y col., 2003).

Dentro de los genes altamente expresados en el estadio E3, detectados por €l
método AC y que funcionalmente estan asociados a procesos de defensa, se
encuenfran 6 taumatinas, 7 endoquitinasas y 6 deshidrinas. Los perfiles de
expresion digital sugieren que estos genes estan siendo coexpresados, ya que
todos se agrupan en el cluster B. Para obtener evidencias del posible
mecanismo de regulacién de la transcripcién de estos genes, en este frabajo
se alslaron las secuencias promotoras de un representante de cada tipo de
gen (taumatina, contig 4797; endoquitinasa, contig 4862, deshidrina, contig
4889) y se analizaron in sifico los dominios de union de factores de
transcripcién. Estos representantes fueron escogidos debido a que sus niveles
de expresién digital mostraron mayores diferencias de expresién entre el
estadio E3 y el resto de los estadios (datos no mostrados). Previo a realizar la
clonacién de las secuencias promotoras y para comprobar los resultados
obtenidos por los analisis de expresion digital por otra técnica, se analizaron
por el método de RT-PCR los niveles de expresion de estos genes en los

cuatro estadios de postcosecha evaluados.
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Este mismo procedimiento se realizé para un gen similar a lipoxigenasa
(contig 4733), enzima clave en la ruta biosintética del acido jasménico (Heitz y
col., 1997). El analisis por el método AC sugiere que este gen es inducido en
E4 con respecto a E2. Ademas, mediante el método de agrupacién jerarquica,
este gen mostré tener un patron de expresion preferencial para el estadio £4
(cluster G).

En la figura 5A se muestran los niveles de expresion digital de los cuatro
genes escogidos; ademas se incluye en esta figura los niveles de expresion
digital del contig 4881 (similar a actina), el cual fue elegido como potencial gen
"housekeeping” debido a que no presenta diferencias significativas de
expresion entre los cuatro estadios.

Para realizar el ensayo de RT-PCR se utilizé mRNA de 10 frutos
representativos de cada estadio, el mRNA se aisl6 desde los "pooles” de RNA
total utilizados para la construccion de las genotecas de cDNA (ver materiales
y métodos). En la figura 5B se muestran los resultados obtenidos en el ensayo
de RT-PCR. Se puede observar que los niveles de expresion tanto del gen de
taumatina (346 pb), endoquitinasa (351 pb) y deshidrina (259 pb), son
mayores en E3 que en el resto de los estadios. Se observan bandas mas
tenues en E1, E2 y E4 en las amplificaciones de endoquitinasa y taumatina,
indicando que estos genes también son expresados (aungue a menor nivel) en
los otros estadios. En cambio, sélo se detecta expresion de deshidrina en el
estadio E3. Para los tres genes, al disminuir el nimero de ciclos de 34 a 26,
las bandas en E1, E2 y E4 desaparecen (datos no mostrados). Para

lipoxigenasa (306 pb), los resultados se acercan a lo esperado, es decir,
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mayor expresion en E4 con respecto a los otros estadios. Se puede observar
una banda de mayor intensidad en E4 comparativamente a E1, E2 y E3.

Se puede apreciar que los niveles de expresi6n de actina (325 pb) son
similares en los cuatro estadios. Como se menciond anteriormente, los
andlisis de expresion digital de este contig, sugieren que no hay diferencias
significativas en los niveles de expresién en las cuatro genotecas (método
AC), por lo que este método también podria ser (til para identificar posibles
genes del tipo “housekeeping” en las condiciones estudiadas.

Los niveles de amplificacién del control interno de la transcripcion reversa
(kanamicina, 323 pb), son similares en las cuatro muestras de cDNA,
sugiriendo que las diferencias encontradas en las amplificaciones de los genes
de durazno son reflejo de la cantidad de mRNA de cada gen y no de artefactos
en las transcripciones reversas.

Para descartar contaminacién con DNA genomico en las muestras de mRNA,
se realizaron controles negativos sin transcriptasa reversa para las cuatro
muestras de mRNA (ver materiales y métodos). En estos controles, como era
lo esperado, no se obtuvo amplificacién de ninguno de [os genes (datos no
mostrados). Para confirmar si los fragmentos amplificados desde los ¢DNAs
correspondian a los esperados, estos fueron clonados en el vector pBluescript
y secuenciados; las secuencias obtenidas fueron 100 % idénticas a las
esperadas (datos no mostrados).

Los resultados del analisis de expresion digital y el ensayo de RT-PCR
sugieren que los genes que codifican para taumatina (contig 4797),

endoquitinasa (contig 4862) y deshidrina (contig 4889), son expresados
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diferencialmente en frutos almacenados a 4°C por 21 dias con respecto a las
otras 3 condiciones evaluadas.
Ademas el gen que codifica para lipoxigenasa (contig 4733) tiene niveles de

expresion mayores en frutos maduros harinosos comparativamente con frutos

maduros jugosos.
A " . B El E2 E3 B4 M

T i I o
aumatina [ Taumatina e 300 b
. l == - 500 ﬁb
Endoquitinasa j.. Endoquitinasa - 300 3b
: . |
Deshidrina ) | Deshidrina -300 pb
- " - 500 b
Lipoxigenasa Lipoxigenasa ~300 pb
p— . =500 pb
. ACtiNg s e o - 300 pb

Actina _
= - 500 pb
: y : Kanamicina ~300 pb

] 5 10 15 20 25 30 S5 40 45
Nimere de ESTs

Figura 5. Niveles de expresioén génica digital y analisis de la expresion de
los genes taumatina, endoquitinasa, deshidrina y lipoxigenasa mediante
RT-PCR. A: Niveles de expresién génica digital basados en el nimero de ESTs por
cada estadio para los genes taumatina (contig 4797), endoquitinasa (contig
4862), deshidrina (contig 4889), lipoxigenasa (contig 4733) y actina (contig
4881). E1, barras verdes; E2, barras rojas; E3, barras celestes y E4, barras
anaranjadas. B: Andlisis de la expresion de los genes descritos en A mediante RT-
PCR. Se utilizd mRNA aislado de un pool de RNA total de 10 frutos por cada uno
de los estadios. Como control se utilizé actina y como control de la transcripcion
reversa se utilizd concentraciones similares de mRNA heterdlogo (kanamicina).
Los resultados son representativos de tres ensayos independientes (utilizando el
mismo RNA total).

M: marcador de peso molecular, GeneRuler™ 100pb DNA Ladder.
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5.5.- Clonamiento de las secuencias de los posibles promotores de

taumatina, endoquitinasa, deshidrina y lipoxigenasa

Para la obtencion de los promotores putativos de las secuencias que codifican
para taumatina, endoquitinasa, deshidrina y lipoxigenasa, se utilizé 1a técnica
de “Genome Walker” (Siebert y col., 1995), la cual permite aislar un fragmento
desconocido de DNA genémico, adyacente a una zona conocida, en este
caso, las secuencias de los contigs 4797, 4862, 4889 y 4733,
respectivamente.

Se purificé DNA genémico desde hojas de durazno (variedad O’Henry), con el
propésito de construir genotecas gendmicas. Estas se generan digiriendo el
DNA con enzimas de restriccién que dan como resultado fragmentos con
extremos romos, para luego realizar una ligacion con una secuencia
adaptadora. La secuencia adaptadora utilizada presenta sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Sall y Smal, ademas de sitios
de unién a partidores para realizar PCR. Se generaron 4 genotecas
gendmicas diferentes, utilizando las enzimas Misl, Pvull, EcoRV y Pael (figura
6A). Una vez que se cuenta con [as genotecas genomicas, el siguiente paso
es aislar los putativos promotores utilizando 2 reacciones sucesivas de PCR
por cada gen. Las primeras reacciones (PCR1) se realizaron utilizando un
partidor especifico de la secuencia adaptadora (AP1) y partidores especificos
de las secuencias de los cDNAs (GSP1's); estos Ultimos fueron disefiados a
82, 87, 84 y 86 pares de bases de distancia rio abajo del codoén de inicio de la
traduccién (ATG) predicho para los cDNA de taumatina, endoquitinasa,

deshidrina y lipoxigenasa, respectivamente. En la figura 6B se muestra el
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resultado de este primer grupo de reacciones. Sélo se muestran las
reacciones que dieron resultados positivos, esto es, cuando se utilizaron como
templado las genotecas realizadas con las enzimas Misl y EcoRV. La segunda
reaccién de PCR (PCR2) se realiz6 utilizando como templado los productos de
los primeros PCRs y partidores mas internos (PCR anidado), uno para la
secuencia del adaptador (AP2) y el otro para la secuencia del cDNA (GSP2's).
Estos (ltimos fueron disefiados a 54, 46 y 50 pares de bases de distancia rio
abajo del ATG para los genes endoquitinasa, deshidrina y lipoxigenasa,
respectivamente. Para taumatina el partidor mas interno fue disefiado en la
region 5' no traducida (5’ UTR) inmediatamente rio arriba del ATG, debido a
que la secuencia entre el ATG y el partidor mas externo no era propicia para el
disefio de partidores. Los resultados de los PCR2 se muestran en la figura 6C.
Las bandas obtenidas fueron purificadas y clonadas en los vectores
pBluescript (taumatina y endoquitinasa} y en pGEM-t easy (deshidrina y
lipoxigenasa). Luego los insertos fueron secuenciados y como se puede
observar en la figura 7, todos poseen en un extremo las secuencias del
partidor del adaptador AP2 y en el ofro las secuencias de los partidores
GSP2's mas las secuencias especificas de cada gen, por lo tanto, se puede
concluir que los amplificados corresponden a la parte 5’ rio arriba de cada uno
de los genes seleccionados (posibles promotores). Se obtuvo una secuencia
de promotor de aproximadamente 1.500 pares de bases desde e! ATG para
taumatina, 850 pares de bases para endoquitinasa, 1.350 pares de bases para

deshidrina y 2.500 pares de bases para lipoxigenasa.
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5.6.- Analisis de las secuencias de los posibles promotores de taumatina,
endoquitinasa, deshidrina y lipoxigenasa

Una vez obtenidas las secuencias de los promotores clonados, se buscaron
elementos de regulacion conocidos en ellas. Para esto se utilizaron bases de
datos de sitios de unidn a factores de transcripcién conocidos. Las bases de
datos  utilizadas  fueron, PlantCARE (Lescot y col, 2002

hitp://sphinx.rug.ac.be:8080/PlantCARE/) y PLACE (Higo y col, 1999;

http:/iww.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/). Estas bases de datos contienen

informacién sobre elementos regulatorios en cis especificos de plantas. En la
tabla 5 se describen los elementos regulatorios mas interesantes encontrados
en cada una de [as secuencias de los promotores.

Interesantemente, se encontraron varios elementos relacionados en
respuestas a estrés, en particular en respuestas a frio y deshidratacion
(ABRE, DRE, LTR, GCC-box, AP2, GT1), en las secuencias de los promotores
de [os cuatro genes. Algunos de estos dominios se encontraron Gnicamente en
los promotores de los genes inducidos en el estadio E3 (AP2y GT1). Ademas,
algunos elementos regulatorios se encontraron exclusivamente en la
secuencia del promotor del gen que cadifica para lipoxigenasa (GARE y QAR),

el cual tiene un patrén de expresidn diferente (induccion en E4).
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Genotecas gendémicas

PCR 2
Figura 6. Amplificacién de secuencias promotoras de deshidrina,
taumatina, endoquitinasa y lipoxigenasa mediante la técnica de
Genome Walker. A: Genotecas genomicas construidas con enzimas de
restriccion de corte romo (Misl, Pvull, EcoRV y Pael). A estas genotecas se
les ligé un adaptador como se describe en materiales y métodos y luego
fueron utilizadas como templado para reacciones de PCR. B: Resuitados
positivos fueron obtenidos con dos de las cuatro genotecas, Misl y EcoRV,
en donde se aprecia un amplificado inespecifico para los genes deshidrina




(D), taumatina (T), lipoxigenesa (L) y una banda Unica para endoquitinasa
(E). C: Los productos del primer PCR fueron utilizados para una segunda
reaccion de PCR, la cual produce como resultado normalmente bandas
dnicas, debido a un aumento en la especificidad de la reaccion (ver
materiales y métodos). Las flechas rojas indican los productos de PCR que
fueron clonados y secuenciados y que corresponden al DNA de la secuencia
5’ (promotores) de cada uno de los genes.

A AP2 B 2
ACTAT AGGCCACGCETEETOGACGEUOCAGCCTGETTGTTCARTGTT T TAGTATGACSTET AT ART A ACTAT AGGGCACCOGTCGCTICGACEEOCCGEECT GE TCCAMCARCT TCCGG ATATAGTT TTTTACTCA
ATGTTTGTGARCACCE AGCT CTGCCCCATGT CCTTTGT ATTTTGCT TGTTTETTTCGT AGGARCGAGG ARG AG AGAGARGARAGCT CARARGGT GARGG AT CTACATGCGAART
GATACAT ACTTTGCTATGTOCTTT AT AICTATCT TARCAAT ACT TCCTGTGT ARGCARGTTITARTTC ACTCTTCCT FTAGAANYT TGCAT RARCAGARG ARGTGTGACAT ATTCT TAATTCARRART ATCCATC
GTTTGGAGAGCG AT TTATTAAARCCAGCARTAGTCTAATT AT TTT ARARTT ATT AT ARTTT ACAAGGA CGAARCARGG AAAAARTTCT ARAACTAARCTTATGARATT AT ACCTCT RT TCTGGTCAGCATGRATG
ATTATTCATGGTATTCAOGATTCCCTT GATATCTCCARACAAM TTT AAT CCAAARAGAARART CAGAGCTGAAGGT TTAGGGTTTCACARACA
GTRAGATARRGAATTTTATCCCYRTACSTTOTCGTATCT TROGGCACT TCARCART ARRGT ATCTATT GATCTACTAAGT AAARCG ARTT ARCRT ATG AT ATGEGGCARAAT ARAG AART GAGACCARCATARARC
CCACACARACARRAG ACGETICATCTCACGRIT AT TG ACT TAACCCACRT ATACTTTGRARTT ARAT TTCT ASARRCOPGRC AARTTCTCCT TTGARGT ARTTT T ACGT ARGCAT ARC ARTTCGARAT ARAAG A
TTTTTTTCAGTAARARGC ATT TAART TTGGAGT CAT TCT AT ART GARGGOGGCT CTTAG RTGRG AT AT TAARRCAART ARARRATCCTATGART GTCCATGGGACGAGG AARRT TG ARGCTGACART ARAGGTT AC
TRATCTCTTAATT ATTAARTT AAATT AATTATTTTGATCTARCG AT TAACT ARTTT ART TT ART AATT TTGCGAT AT ATCCARRG ARRRAAAARG ARG AGAARTACTACT TTTCCTTCCTTGT TTTACTTTTCTC
AARAART RGARCRTCATCTAGATGAGACCCACACT TT AGART TTGGUT ACT CAACAGATT GGT OCGT CCTCATTARTTGTACTT AGCTTT AGCT CCATGC AT CTTCTOCT CCTT CACAGCAGCCT AGGOCUATCA
TTCATEROBEOOET TTGT AG ACCAARCT GCTG ARRTTGGGOCGGT TCART TCART ARCCCT GT ACAG ATCACGCTATGAARRTG@TEADFIGEOGCACGOCTGCTTETCT ATGEACTGTT TTTCARAATCACGA
CTAG ARCCAATGGAT AAC ROOCACSTGGAACCT CATACACCE AMCGATGAART CCCTCTT ATGARTC GTGTTCTTAATCARCCT TTT AATTTGAT RTGGT TGGCART TTTCCAAT TCTOCCAGTCTTGCT ACTT
TTRAGCCATCCRATG ASIEEN IORGT GTG ACAAAGATC ARG ATGRT GARTGACT TTTACRAGGGTCAA TGACT ARKI'T ARTATCT ACTTGT TT TTTTATGT TTGCARGTAATATCT ACTCGTGCCAGT ATTCAAA
ARGCT AGTGG AGTGGARCEGST ACRGAT GTTCT TGTT CCTOCT GG TOG TCATCART TCCAT ACAG AC GTACCTGCT ATTACARAT AARCCAATCT AARCAGGGACT ARGCGTTT ATGGCOOGT TTCCT AGTATT
GCGGTGARRTGATACCT GCT'TTTCRAGACARCG AG ARCCACTT RTTTT ATCTT ATCTT ART CGTAAT GATGACCTATCATCT AR GTTTGGGTT T ARTCCRART CTCTCT AGARGTTTTI TT T ATTTTTITTTT
CTTTARTCI'T AT GOOUGAG FARRARG ARAACARARCARAARCARART RTCTTOCG AT SR GODNGA ATTTTTTTATGAGGETT CAAMT GTGACACCACT TGTCT ACARGTT AAGGTCAT TT TCT ATTGCGCTA
{CTCAACAGOSOCACETGTCTCAT RY GTGART RFCAGGT AGGTATGAA GRGACTCTATTGGCCTCT AARARRT CTTTT AGT TACT TCT TT ATT AATGT ATRCACGIGACTAGAGR
ATTTACTTTGCT RATTATGT ACGTGGET RCGT CTAARG RTTARTG ARATT ATT RTTCATGGCATGGC CCATCTARY AGTTATCACATTTTCOCRI T TACATCTCTCTCTETCACT ARGGCT ARCARTTGTARCTA
ATGCGOGTT ATGCAT ARTGCATCCATAGCCTTTCECTCTAGATTCGT TEOCTATAT ARACCARCCTC TATATGITT ATCCAATTG RTCACTT TTTCT ACACTTATCT ACATGTCT CT CTGCCCTATATGATG AC
AGTTCTARFFICAART ACRT CACTTCAT *COCARACCARAGCCAGTT TCATTCRI TTGGT TTTTATC TTTARTTTICCTGGATTGARTT TGART TTTCTGTATAT AARTTTT ATART “TTCA
AGGAGTTGT ATTTICTTGTCTCT TTTTTTGTTCGT ACT TTGARRAAT GECECATTTTGET TCARCAC TTECACGTCARTGACGTT RTCT AGG ACCRART ATT ACG AGTARTT TAT TAGTT TCCCCASGGTOCTE
CCGAGCCTACTAAGACTGATGAST FETADSTCTT ACCAT CGCAGCTT AG ACCOGTAATCARAARY RCC RACARAAG AT CAAARGT TAGGCAC
DX2-GSP2 GCTACAAGCCCT AT ATARAGCACCCOCT GGCACCCARGTT TAT CATCATCCTTCT CA*CCARRTT AC
AARTTARGTTTATCAGCARG AGCAACAGCAMGCCARTT ARGACAT TTCCATGACG ATG
PRT-GSP2
C ACTAT AGCGCACGCETEGTOGACGEOCCGGECTCETAT CTCT ATTTACTAG ARGTCTT TT TOCTCTT D AGGGCACGOG TG TCCACGEOCCGGECTGCTATCATCTCAG ARRCOGT RTTCTCTTITC
ATTGATARAGAART COCTTTTGCARGCTTGTGRTTTCARACAGTTCCCCTT ACOCCROST ARNCT GA CGCTART AT ACGTCT TTGAT OCT ARTG ACT GTCADGNOUBIIATT GACGT ATGET GTCTGTCI TAAC
TATATCCTCTGATATTT TOCTT T TCCT G TAGGCAGACATATTTTT ACATAG ACARART ARARAGTTT AAGATGT ACTGAGGGCTGRCGACGCAGTGCTTCCART T ARARBGROGT GRECCAAGUGGGOCETTGT
CARM ACAT RGAGAGTTCTCTCTCACCG ARAG ATARG ANT CT ATG ACARG ART ARAACRARGARMGT A GAGGAGGACGAT AAARACTG ARG ATG ARTGARGGCT CT ACAANCRARCT GG ARAGG AAGGARTT GARC
AGARATAGT ARG RAARTT AT ICT ACTGGCGGTARCT TG ATCAGTCACATTCRCCT TGATT TCT AT AG TTACGTACTCTTTITTTATGTAT ACRT TGATATTTTT TTGGCT TTGI TTAT AGARRTT AAATGGTGT
ACTTGGTTARRAGARGRG AT NPT CARAGCAUG ACT AAGTCTCT AGTTCTAGCT CPGCACT RATTCCTG ATARTTT. CATTARIGCT AAT ARATG ACT ARRT ATCTCT ATTTTTTTTTTTAC
CCCTT AGGOGAGCTATTCAATCOOGT AC CGCTGGATCATTCT AGGCTAGCATGCAGCARCARCCG AARCG ATARAART GTG AAT CARTTGGOCT A
GCAARRCTTTTCAGAT RTTTTOCAGCRGCCT GTCCARAT ACRCOGT CACTARRART ARCCCTCTTCTG ATCACARCGARTTCCCAART ARCACRFTTCAARIG AG ATCAC AGACT CTGARACCAAG ARRRTGRAG
CAMTTCCACAACT ARACAANCTTAGAAGAAARARGCAARTACAATT ARTGGCCTCOCTACTTTCCC AAAGATGCTACAARG AT ACT AT ARRACAAAGT ACGTCT
ARTTTGAGARGGGT CRTGCT AGGGAGACCARCTTT AG ATACCAMCTCTCT AR BGAOG TG ARGOCCA COTET ACACCTACCATCCCARAT CAOGCCARARGT GARTG ARARG RGCTCT RATTTGT TATTITCTC
CCAAT ACAATGGCTCCC ACACT CTATT AGAGAG TTGACRCACARATTGCT ATCTAAARTT GTTCTCC CTCTTTEGARRTCAGCT ATATAT AGGAAT AGARGTGT TGART G ARRT TCATGT GARGUAG * AGCARG
CTAGCRT TP TOCRT TTCAGANAGGART AGTCARRCAARRRCGCTCCTCCCT RAGCT RT AT ATACACR CAAAAATTGCCAGARGAARG AACAT AT'T AT KT ATATAT RT AGCTATG ACARCT ACT ATGATTAGCTC
TOOCCACGAARCCCART CCACAG ATCA * ARRRG ACRT CAARCRCT TTCRCARARGGARRAT CARGTT ATTTAATTCAARGGCACTGAATTGTGTTCITTGGARCACGC
ACAGAGTCTTATCATTTT AT CCCTAGCTTTGCTGT TAGGGRI CTCAG LIP-GSP2
BEC-GSP2

Figura 7. Secuencias de los promotores obtenidos mediante la técnica de Genome Walker
para los genes deshidrina, taumatina, endoquitinasa y lipoxigenasa. Cada una de las
secuencias obtenidas contienen en el extremo 5’ la secuencia del partidor AP2 y en el extremo 3’ la
secuencia de los partidores especificos de cada gen (GSP2’s). Con letras rojas se muestra el sitio de
inicio de la traduccién. La secuencia comprendida entre el asterisco rojo hasta el extremo 3’
corresponde a secuencia transcrita (conocida por la secuencia de cada contig). Destacados con
distintos colores se muestran algunos elementos regulatorios en cis encontrados como se describe
en 5.6; en amarillo se muestran los elementos ABRE, en celeste los elementos ERE y en verde los
elementos DRE (ver tabla 5). A: promotor de deshidrina; B: promotor de taumatina; C: promotor
de endoquitinasa y D: promotor de lipoxigenasa. Debido al gran tamafio del promotor de
lipoxigenasa obtenido (2,5 Kb), sélo se muestra parte de este, (los puntos representan la secuencia
adicional).
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Debido a que en los analisis de expresion digital se observaron factores de
transcripcion especificos con patrones de expresion similares a taumatina,
deshidrina, endoquitinasa (tabla 4, cluster B) y similares al de lipoxigenasa
(tabla 4, cluster G), se buscaron en [as secuencias de los promotores aislados
elementos de unién conocidos para estos tipos de factores de transcripcion.
Por ejemplo, en el promotor del gen de deshidrina se encontraron 4 tipos de
dominios de union de los 6 factores de transcripcidn agrupados en el cluster B
(DRE, dominio de unién para proteina tipo DREB, contig 3742, GCC-box,
domino de unién para ERF3, contig 4586; W-box, dominio de unién para factor
de transcripcién tipo WRKY, contig 3201 y el motivo ACGTCA, dominio de
union para el factor de trancripcion bZIP tipo TGA, contig 4778).

Otro elemento regulatorio interesante encontrado en la secuencia de los
promotores de los genes de deshidrina y faumatina es el motivo TGTCACA.
este motivo esta relacionado con la expresion fruto especifica del gen de la
cucumisina en meldn (Yamagata y col., 2002). Ruperti y col., 2002, observaron
que un gen codificante para taumatina en durazno (99% idéntico al estudiado
en este trabajo), es inducido por estrés de manera fruto y flor especifica, lo
que sugeriria que el promotor de taumatina aislado en este trabajo podria

tener el mismo tipo de actividad.
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Tabla 5. Elementos regulatorios en cis (sitios de unién de factores de
transcripcién) encontrados en las secuencias promotoras aisladas.

Nombre Promotores (#)* Funcién Referencia
. . . Baker y col.,1994
ABRE E(2); D(7); T(5); L(2) Elemento de respuesta a ABA. Yamaguchl y col.,1994
) , Sitio de unién de dominio AP2, elemento de Shinozaki y Yamaguchi -
Tipo AP2 E(1); D(2); T(1) respuesta a etileno, Shinozakl, 2000
TGACG- o
motif E(1); T(3); L(2) Elemento de respuesta a metil jasmonato. Rouster y col., 1997
Shinozaki y
DRE D(3); L(1) Elemento de respuesta a deshidratacién y frio. Yamagucl;:)(—)OShlnozaku
Maruyama y col., 2004
ERE £(3); D(2); T(3); L{2) Elemento de respuesta a etileno. Itzhaki y col,, 1994
GCC-box D(1) Elemento de respuesta a etileno. Fujimoto y col.,, 2000
LTR T(1); L(1) Elemento de respuesta a bajas temperaturas. Baker y col.,1994
Sitio de union de factores Myb, encontrado en
MYB E(2); D(8); T(3); L{3) promotores de varlos genes regulados por S:tbe Y C‘Z_‘"} 22%35
deshidratacion. ano y cof.,
. . . Sitio de unidn de factores Myc, encontrado en Abe y col., 2003
Myc E(1); B(6); T(9); L(3) el promotor de CBF3. Chinnusamy y col., 2003
CCAAT ; . . Sitlo de unidn de factores de transcripcidn tipo
box E(3); D(2); T(4); L(3) CCAAT-box. Tasanen y col., 1992
ACGTCA . ) . Sitio de unién de factores de transcripcion bZIP
motif E(1); D(1); T(1); L(1) tipo TGA. Tucker y col., 2002
Sitlo de unidn de factores WRKY, prasente en [a
_ . . s secuencia de promotores de varios genes
W-box E(4); D(4); T(8); L(3) regulados por diferentes tipos de estrés bidticos Rushton y Somssich, 1998
y abidticos.
. Elemento enhancer hecesario para expresion
TGTCACA D(1); T(2) fruto-especifica. Yamagata y col., 2002
GT1- Juega un rol en la induccion por patégenos y
motif E(2); D(1); T(5) estrés salino en la expresién del gen SCaM-4 Park y col., 2004
de Glycine max.
. " Ogawa y col., 2003
GARE L(4) Elemento de respuesta a dcido giberélico. Gubler y col., 1995
Elemento encontrado en promotor de gen
extensina de Brassica napus el cual controla la
QAR L(1) activacion en respuesta a dafio y estrés de Elliot y Shirsat, 1998

tension,

* Numero de veces que estd presente el elemento regulatorio en cada promotor (E,
endoquitinasa; D, deshidrina; T, taumatina y L, lipoxigenasa)




6.- DISCUSION

Prunus persica es considerado como organismo modelo de estudio de
miembros de las Rosaceae, una familia econdémicamente importante que
incluye plantas frutales y ornamentales come manzana, pera, ciruela, cereza,
ciruela, almendra y rosa. Esto debido, principalmente, al tamaio relativamente
pequefio de su genoma (300 Mb, Baird y col, 1994}, a su breve periodo
juvenil (2-3 afios) y a la existencia de una gran cantidad de informacion
genética, como son los mapas de marcadores moleculares (Georgi y col.,
2002). La informacion de tipo genética y gendmica de duraznos puede jugar
un papel significativo en el descubrimiento de genes y en el entendimiento de
la genética de especies relacionadas (Jung y col., 2004). Teniendo en cuenta
esta necesidad, en mayo del 2004, se llevé a cabo en la Universidad de
Clemson la "International Rosaceae Genome Mapping Conference" (Abbott,
G.; www.genome.clemson.edu/adr/conference/), en dicho evento, entre otros
puntos, se establecieron las bases de una iniciativa internacional para realizar
la secuenciacion del genoma completo de durazno, en donde nuestro grupo
de trabajo (www.genomavegetal.cl) también fue invitado a participar (Silva y
col., 2004).

Chile es el principal exportador de duraznos del Hemisferio Sur, siendo uno de
sus principales mercados Estados Unidos y paises de la Comunidad Europea

(ODEPA, www.odepa.gob.cl). Para prevenir la sobremadurez y senescencia

durante el transporte a estos paises, la fruta es almacenada a bajas
temperaturas. Este tratamiento puede inducir un tipo de dafio por frio llamado
harinosidad, caracterizado por falta de jugo y textura harinosa de la fruta (Lill y

col., 1989). Varios estudios sobre las bases bioguimicas de la harinosidad en
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duraznos han identificado factores que pudieran ser importantes en el
desarrollo de estos sintomas, aunque existe bastante discrepancia entre
dichos estudios (Buescher y Furmanski, 1978, Ben-Arie y Sonego, 1980;
Obenland y Carroll, 2000; Zhou y col., 2000a; Artes y col., 1996; Brummell y
col., 2004a). En estos articulos se analizan las diferencias en las actividades
de enzimas pectoliticas responsables de la degradacién de la pared celular
entre frutos normales y harinosos. Otros estudios relacionan a la hormona
etileno con el problema de la harinosidad, en ellos se muestra que la
aplicacién de un inhibidor de la accion de etileno (1-metilciclopropeno) en
frutos de duraznos y nectarines, incrementa la generacién de los sintomas
(Dong y col., 2001; Liguori y col., 2004; Fan y col., 2002). Estos antecedentes
sugieren la existencia de un mayor nimero de componentes o un mayor grado
de complejidad génica relacionados a la harinosidad en duraznos.

Para identificar posibles factores moleculares asociados a este problema, en
este trabajo de tesis se realizé un andlisis de expresion génica a gran escala
en cuatro diferentes etapas de postcosecha de frutos de durazno de la
variedad O'Henry (variedad muy susceptible a generar harinosidad), utilizando
la informacién que genera la secuenciacion de un gran namero de ESTs de
cuatro diferentes genotecas de cDNA. Se analizaron los perfiles de expresion
globales de 1.801 genes (contigs) de duraznos en cuatro diferentes estadios
(E1, E2, E3 y E4; tabla 1). Estos contigs corresponden a genes con niveles de
expresion moderada y alta, ya que estan formados por S o mas ESTs (Ewing ¥
col., 1999). Se utilizaron dos aproximaciones estadisticas para analizar los
datos, la primera fue la utilizacién del método AC para detectar genes

expresados diferenciaimente enire dos condiciones (Audic y Claverie, 1997},

38




la segunda fue realizar una agrupacién jerarquica de los genes y genotecas
segtin la similitud (coeficiente de correlacion de Pearson) de sus perfiles de
expresion (Eisen y col., 1998). Con el primer método se detectaron los genes
con niveles de expresidn significativamente diferentes entre dos estadios (p <
0,01) y con el segundo método se observaron no solo estos genes, sino que
también los genes que son expresados de forma correlacionada a ellos.
Utilizando este tltimo método, los 1.801 contigs analizados fueron clasificados
en 10 grupos o clusters de expresion diferentes (figuras 2 y 3). De estos 10
clusters, cinco muestran patrones de expresion bien definidos. Los clusters D,
I, By G estan formados por genes expresados principalmente en los estadios
E1, E2, E3 y E4, respectivamente y el cluster J por genes expresados en
frutos maduros, tanto jugosos como harinosos. En estos cinco clusters, se
agrupan la mayorfa (90%, aproximadamente), de los genes con diferencias
significativas de expresién entre cualquiera de [os estadios (AC, p < 0,01), por
lo tanto, estos son los clusters que més se analizaron.

Debido a la gran cantidad de informacién obtenida, en la siguiente parte de
este capitulo se discutiran sélo los resultados mas significativos obtenidos de
los perfiles de expresiéon génica globales. La discusiéon se centrara,
principalmente, en algunos de los genes relacionados a los procesos de

maduracién, harinosidad y respuesta a estrés por frio.

Andlisis de expresion génica digital relacionada a la maduracién
La mayor parte del conocimiento de las bases moleculares de la maduracion
de frutos climatéricos, es decir, frutos que aumentan la tasa de respiracion y

biosintesis de etileno durante la maduracién, ha sido generado utilizando
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como organismo modelo al tomate (Lycopersicum esculentum; Giovannoni,
2001, 2004; Fei y col., 2004; Seymour y col., 2002). Menor es el numero de
investigaciones relacionadas a la maduracion de frutos realizada en duraznos
(también fruto climatérico) y la mayoria se ha enfocado sélo en estudiar los
cambios que ocurren en el metabolismo de la pared celular (Trianotti y col.,
2003; Brummell y col., 2004b).

En este trabajo, se han identificado genes expresados diferencialmente en la
maduracion de frutos de duraznos, al comparar los niveles de expresién digital
(frecuencias de ESTs) de una genoteca de cDNA construida con mRNA de 10
frutos no maduros (madurez de cosecha o “mature”, E1) y una genoteca de
c¢DNA construida con mRNA de 10 frutos maduros (madurez de consumo o
“ripening”, E2).

Utilizando el método AC se identificaron 39 genes inducidos significativamente
(p < 0,01; figura 1A) en el proceso de maduracion. Segln los perfiles de
expresién identificados mediante el método de agrupacion jerarquica (figuras 2
y 3), 27 de estos genes se agrupan junto & ofros 232 genes que tienen niveles
de expresion preferencial tanto en E2 como en frutos maduros harinosos (E4,
cluster J, figura 3), por lo tanto, pueden ser relacionados al proceso de
maduracion pero no a la harinosidad, ya que se encuentran altos niveles de
transcritos en los dos tipos de frutos maduros.

Dentro de este grupo de genes expresados mayormente en frutos maduros
(cluster J), se encontraron 27 genes relacionados a procesos de degradacion
de la pared celular (figura 4A), dentro de ellos se incluyen: 20 endo-
poligalacturonasas, 4 pectato liasas y 2 expansinas. Los niveles de expresion

génica detectados para estos genes son esperados debido a que las proteinas
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que codifican han sido asociadas a la maduracién en muchos frutos, incluido
duraznos (Trainotti ¥ col., 2003; Brummell y col., 2004b; Brummell y Harpster,
2001). Estas proteinas son responsables de algunas de las modificaciones
estructurales que sufre la pared celular durante el ablandamiento y cambios en
la textura de frutos cuando maduran (Giovannoni, 2001; Brummell y Harpster,
2001). Interesantemente, dentro del cluster J también se identificaron 13
genes que codifican para proteinas estructurales de la pared celular siendo 12
de ellos similares a la proteina E6. Se ha observado que esta proteina se
acumula en fibras de algodén durante los estadios tardios de sintesis de la
pared celular primaria y estados tempranos de sintesis de la pared celular
secundaria (John y Crow, 1992), asi como también durante el ablandamiento
de frutos de duraznos y se le ha asignado una posible funcién como
estabilizador de la estructura de la pared celular durante las modificaciones
que ocurren en ella en el transcurso del ablandamiento (Trainotti y col., 2003},
por lo tanto no es raro que exista coexpresion de esie tipo de genes con
aquellos responsables de la degradacion de la pared celular.

Otros genes expresados preferencialmente en frutos maduros son dos contigs
codificantes para la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACC
oxidasa, contigs 4785 y 4945), enzima que participa en la biosintesis de
etileno. Se sabe que los niveles de etileno aumentan durante la maduracién de
frutos de duraznos y todos los frutos climatéricos y este aumento es asociado
directamente con los niveles de transcritos y actividad de esta enzima (Barry y
col., 1996; Giovannoni, 2001; Brummell y col., 2004b).

Un nuimero importante de genes relacionados al metabolismo de aminoacidos

también fueron identificados como relacionados a la maduracion (18 contigs,
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cluster J, figura 4B). Con relacién a esto tltimo, varios reportes indican que
existe un aumento en el contenido de aminoacidos libres durante Ia
maduracién en uvas (fruto no climatérico; Lamikanra y Kassa, 1999; Nassar y
Kliewer, 19686; Kliewer, 1968) y en bananas (fruto climatérico; Peumans y col.,
2002). El aumento en el nimero de transcritos de genes relacionados al
metabolismo de aminodcidos en frutos de duraznos durante el proceso de
maduracién sugiere que los niveles de estos compuestos también podrian
estar aumentados en frutos maduros. Dentro de estos genes, cuatro contigs
codifican para enzimas que participan en [a biosintesis de metionina
(cistationina gama sintetasa, contig 3912; 5-metiltioribosa kinasa, contig 4360;
S-adenosilmetionina sintetasas, contigs 4656 y 4947). El aminoacido
metionina es utilizado como precursor en la biosintesis de etileno (Bleecker y
Kende, 2000), por lo tanto no es sorprendente que el perfil de expresion de
estos genes este correlacionado con el de la enzima ACC oxidasa. Estos
resultados indican que podria existir una coexpresion de genes que participan
en la ruta biosintética del etileno, durante la maduracion de los frutos de
duraznos.

Dentro de los genes expresados mayoritariamente en frutos maduros también
se encontraron contigs similares a proteinas cuyos mRNAs son inducides por
la hormona auxina en Arabidopsis thaliana, ellos son los contigs 4853, 4751,
4575, 4576 y 4645 (similares a 3-hidroxiisobutiril-coenzima A hidrolasa;
funcién en catabolismo de valina; Zolman y col., 2001) y 5 contigs codificantes
para factores de transcripcion que también son inducidos por auxina en

Arabidopsis y soja (tabla 3, Liscum y Reed, 2002; Ainley y col., 1988). La

regulacién transcripcional por auxina de este tipo de genes es conservada




entre especies como Arabidopsis y soja (Glycine max), lo que sugiere que
también podria existir este tipo de regulacion en duraznos (perteneciente a la
misma subclase que soja) indicando que, posiblemente, los niveles de auxina
en frutos maduros serian mayores que en frutos no maduros. No existen
evidencias del papel de auxina en el control de la expresion génica durante las
etapas tardias de la maduracion de frutos climatéricos, pero esta hormona
cumple un papel regulador en el proceso de maduracién de frutos no
climatéricos como la frutilla (Aharoni y col., 2002). Ademas, existe evidencia
de que durante el proceso de abscision de frutos y flores, la auxina regula la
sensibilidad de las células por etileno (van Doorn y Stead, 1997), regulando de
esta manera la accion de enzimas modificantes de [a pared celular. Este tipo
de regulacion, podria también estar presente durante la maduracién de frutos
de duraznos. Seria interesante realizar, en trabajos futuros, mediciones de
niveles de auxina y efileno en frutos de duraznos y evaluar su funcién

regulatoria durante la maduracion.

Analisis de expresion génica digital relacionada a la maduraciéon y a la
harinosidad

Como se menciond en el punto 5.2, al comparar los perfiles de expresion de
los estadios E2 y E4 utilizando el método AC, sdlo se detectaron 16 genes con
niveles de expresion significativamente diferentes {(p < 0,01), 7 genes
expresados mayoritariamente en E4 y 9 genes en E2. Sin embargo, los 7
genes expresados significativamente mas en E4 con respecto a E2 se
agruparon con 86 genes con un perfil de expresion similar (cluster G, figura 3).

Los 9 genes expresados significativamente mas en E2 con respecto a E4 se
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agruparon junto a 185 genes mas con el mismo perfil de expresién (cluster [,
figura 3). En el cluster | se observan aquellos genes que son inducidos en
frutos maduros jugosos y son reprimidos en frutos maduros harinosos. En el
cluster G, se agrupan los genes gque no son expresados fuertemente en frutos
maduros jugosos pero si en frutos maduros harinosos.

Dentro de los genes presentes en el cluster | se encuentran 18 que codifican a
protelnas alergenas (estructurales de la pared celular), 4 de estos 18 genes
muestran diferencias significativas entre E2 y E4 utilizando el método AC (p<
0,01). Como se mencioné anteriormente, se piensa que este tipo de proteinas
juega un papel en la estabilizacion de la estructura de la pared celular durante
la etapa tardfa del ablandamiento del fruto. No se conocen antecedentes de
cambios en los niveles de expresion de estas protelnas en frutos de duraznos
harinosos, pero el hecho de encontrar 18 genes homélogos a este tipo de
proteinas que tienen un nivel de expresion menor en frutos harinosos, mas
antecedentes que sugieren que en frutes harinosos existe una alteracién en
las propiedades de la pared celular primaria (Brummell y col., 2004a), sugiere
una relacion entre la regulacién negativa de estas proteinas y los sintomas de
la harinosidad. Sin embargo, como también se observaron 12 contigs similares
a proteinas alergenas en el cluster J (genes expresados tanto en E2 como en
E4), es arriesgado asociar estas proteinas a cambios de la estructura de la
pared celular en frutos harinosos sin realizar una investigacion mas detallada.
Existen 5 contigs que codifican para factores de transcripcion que se
encuentran exclusivamente en el cluster | (tabla 3). En este grupo se
encuentra un factor de transcripcion homedtico tipo BEL-1 {contig 4191). Este

factor de transcripcion ha sido caracterizado en manzana, también miembro
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de la familia Rosaceae, (Dong y col., 2000) y se [o asocia al control del
desarrollo temprano de los frutos. Un proceso que es activo tanto en este
estadio asi como en la maduracién de frutos, es la expansién celuiar
(Westwood, 1978). Por lo tanto, una explicacion posible del rol que este factor
de transcripcién pudiera estar jugando en la maduracion de frutos de duraznos
es que sea un regulador de la expansion celular, entre otras cosas, y este
proceso estaria activo durante la maduracién normal de frutos de durazno, no
asi en frutos harinosos. Existen evidencias que muestran que la forma de las
células del mesocarpo de frutos harinosos es diferente a la de frutos jugosos,
siendo mas esféricas y pequefias en el primer caso (Brummell y col., 2004a).
Teniendo en cuenta estas evidencias, BEL1 se convierte en un buen
candidato para futuros estudios, como por ejemplo, sobreexpresar este gen
durante el almacenamiento en frio en frutos de duraznos, utilizando
promotores con este tipo de actividad (posiblemente como los aislados en este
trabajo) y observar si disminuyen los sintomas de la harinosidad al dejar
madurar posteriormente los frutos.

Dentro de los genes expresados mayormente en frutos harinosos con respecto
a frutos jugosos, se encontraron 2 contigs similares a lipoxigenasa (contigs
4373 y 4733), enzima clave en la biosintesis de acido jasmonico (Heitz y col.,
1997). El acido jasmonico es una hormona vegetal derivada del acido
linolénico a la que se le conocen varias funciones fisiolégicas, como modular
aspectos de la maduracién de frutos, crecimiento de raices, senescencia y
resistencia a dafio y patégenos, entre otros (Creelman y Mullet, 1997). El

hecho de encontrar mayor nimero de transcritos de lipoxigenasa en frutos del

estadio E4 comparativamente a frutos E2, sugiere que podria existir mayor
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tasa de biosintesis de acido jasménico en frutos harinosos que en frutos
jugosos. Se ha observado en tomate la existencia de al menos tres isoformas
de la enzima lipoxigenasa, teniendo cada una patrones de expresion
diferentes, por ejemplo, transcritos de TomLoxD son acumulados rapida y
transcientemente en plantas sometidas a dafio, mientras que TomLoxC no es
inducible por dafio y es encontrada tnicamente en frutos maduros (Heitz y
col., 1997). Debido al patron de expresién encontrado en este trabajo de los
contigs similares a lipoxigenasa, se podria presumir que estas podrian estar
siendo inducidas por un factor independiente del estado de maduracién de los
frutos (ya que no se observan niveles de expresion significativos en el estadio
E2), sino que mas bien podrian estar relacionadas a respuestas a dafio o
senescencia. Se ha observado que existe un rapido aumento en los niveles de
scido jasmoénico debido a perturbaciones mecanicas causadas por la
reduccion del turgor celular inducido por déficit de agua (Creelman y Mullet,
1995). Este tipo de déficit puede estar ocurriendo en frutos harinosos debido a
la retencién del agua libre en geles formados por las pectinas de mayor
tamafo generadas por el desbalance de la actividad de enzimas que
participan en la degradacién de la pared celular (Brummell y col., 2004a),
explicandose de cierta manera, los mayores niveles de transcritos de
lipoxigenasa encontrados en el estadio E4. Ademas esta posible reduccién de
turgor también puede explicar la disminucion del tamafio celular de frutos
harinosos.

En la secuencia del promotor de lipoxigenasa aislado en este trabajo, se
encontraron varios elementos regulatorios en ¢is relacionados con respuestas

a estrés y uno a metil jasmonato (TGACG-motif), un derivado del acido
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jasménico (tabla 5). Ademas, un elemento en particular encontrado en la
secuencia del promotor de lipoxigenasa, ha sido asociado con la activacion
génica en respuesta a estrés mecanico en Brassica napus {QAR, Elliot y
Shirsat, 1998) y debido a que este elemento se encontr6 Unicamente en este
promotor y no en los otros tres aislados y a la actividad a la que se lo asocia,
se podria especular que este elemento, junto al motivo TGACG, serian
particularmente importantes en el control de la expresion de este gen.

Interesantemente, se identificaron cuatro contigs similares a factores de
transcripcién que son coexpresados junto a lipoxigenasa (cluster G, tabla 4),
une de ellos es similar a un factor de transcripcion con dominios de cierres de
leucina de soja (Tang y col., 2001). Este se une a motivos en c¢is de respuesta
a jasmonatos y activa la expresion de dos genes (VspA y VspB) que son
inducidos por jasmonatos en semillas de soja. Estos datos, junto con los
elementos regulatorios en cis encontrados en el promotor de lipoxigenasa,
sugieren que este tipo de factor de transcripcion podria estar regulando la

expresion de éste y ofros genes en frutos de durazno del estadio E4.

Analisis de expresion génica digital en frutos almacenados en frio

El grado de harinosidad desarrollado en frutos de duraznos es dependiente del
régimen de temperaturas y el tiempo de almacenamiento a estas, siendo
maximo entre 2-8°C y después de 3 0 4 semanas (Ben-Arie y Lavee, 1971;
Brummell y col., 2004a). Este hecho indica que podrian existir cambios
fisiologicos en los frutos de durazno durante el almacenamiento a bajas
temperaturas, que [uego de un periodo de tiempo a temperatura ambiente

(maduracién), se traducirian en los sintomas de harinosidad. La mayoria de
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los trabajos relacionados a este tema, se han enfocado en estudiar las
diferencias existentes entre los estadios finales, es decir, entre frutos maduros
jugosos y frutos maduros harinosos. Sin embargo, existen muy pocas
evidencias que muestren los cambios que ocurren durante el almacenamiento
en frio, o sea, el estadio que genera las condiciones fisiologicas que
desencadenan la patologia. En este trabajo de tesis se ha identificado un gran
nimero de genes expresados preferencialmente en frutos de duraznos
almacenados en frio (figuras 2 y 4, cluster B), al comparar los niveles de
expresion digital (frecuencias de ESTs) de una genoteca de cDNA construida
con mRNA de 10 frutos almacenados a 4°C por 21 dias (E3) con otras tres
gerotecas de cDNA (E1, E2 y E4). Ademas, se han identificado un conjunto
de genes que son reprimidos (60 contigs) o inducidos (63 contigs) durante el
almacenamiento en frio (figura 1D y 1C, respectivamente), al comparar por el
método AC el niimero de ESTs para cada gen entre E1y E3.

La mayoria de los trabajos relacionados al analisis de respuestas génicas
globales a estrés por frio en vegetales se ha llevado a cabo en la planta
modelo Arabidopsis thaliana (Seki y col., 2001, 2002; Fowler y Thomashow,
2002; Kreps y col., 2002; Kim y col., 2003; Provart y col., 2003; Maruyama y
col., 2004). Esto ha permitido la diseccion de la via de transduccion de sefiales
de respuesta a estrés abibtico en plantas mejor caracterizada, la via de
aclimatacién a frio CBF/DREB (“Cold binding factor/Dehydration responsive
element binding”; Thomashow, 2001). Ademas se han identificado genes que

responden al estrés por frio de manera independiente a esta via (Fowler y

Thomashow, 2002).




En este trabajo, se han encontrado 293 genes que tienen un patrén de
expresion preferencial en frutos almacenados en frio (figura 2, ciuster B),
algunos de ellos similares a genes asociados a la via CBF/DREB de
Arabidopsis y otras no, sugiriendo que podria existir cierta conservacion de
esta via en duraznos y que ademas también podria actuar en paralelo alguna
via alternativa.

Como era esperado, una gran proporcion de los genes expresados
mayormente en E3, o sea agrupados en el cluster B, se relacionan a
respuesta a estrés y defensa (61 contigs, figura 4A). Dentro de este grupo de
genes se encuentran 11 contigs similares a deshidrinas, proteinas altamente
hidrofilicas pertenecientes al subgrupo D-11 de las proteinas LEA (‘late-
embryogenesis-abundant”; Close, 1997). Estas, son unas de las proteinas
més abundantes que son inducidas durantes periodos de déficit de agua
provocado por sequia, salinidad y temperaturas bajas o congelantes (Ingram y
Bartels, 1996; Close, 1997). La funcidn de las deshidrinas aun es
desconocida, pero existe un numero de evidencias que indican que
protegerian a las macromoléculas o estructuras celulares, del dafio inducido
por el déficit de agua (Koag y cof.,, 2003; Sanchez-Ballesta y col., 2004).
Varias deshidrinas de Arabidopsis, sino todas, son inducidas por frio por
medio de la via de transduccion de sefiales CBF/DREB, es decir, su
transcripcion es regulada por factores de transcripcién tipo DREB, los cuales
interaccionan especificamente a los elementos en cis DRE (Maruyama y col.,
2004). Interesantemente, dentro de las 1.350 pb del promotor de deshidrina

aislado en este trabajo (contig 4889) se encontraron 3 elementos DRE (figura

7, tabla 5), sugiriendo la existencia de conservacion entre Arabidopsis ¥




durazno en la activacion transcripcional de este tipo de genes. Ademas, otro
hecho que avala esta hipétesis, es que el contig 3742 (similar a un factor de
transcricién tipo DREB) es coexpresado junto con los genes indicidos por frio
(tabla 4).

Otro tipo de genes pertenecientes al grupo de los relacionados a respuestas a
estrés y defensa dentro del cluster B, son 10 contigs similares a taumatina y
11 contigs similares a quifinasas, dos clases de protelnas relacionadas a
patogénesis (PR). Se ha observado que este tipo de proteinas son
acumuladas en los espacios apopldsticos de centeno de inviemo (Secale
cereale) durante el proceso de aclimatacion a frio (inducido por bajas
temperaturas) y que tienen propiedades anticongelantes que protegerian la
integridad de las células de la planta de la formacién del hielo (Hon y col,,
1995; Yu y col., 2001). Ademas se ha observado que este tipo de proteinas
retienen su actividad enzimatica a bajas temperaturas, por lo que también son
importantes en la resistencia a enfermedades, particularmente contra
patégenos de bajas temperaturas como es el hongo Typhula incarnata
(Hiilovaara-Teijo y col., 1999). La acumulacion inducida por frio de proteinas
PR asociada a la proteccién a este estrés, ha sido también observada en trigo
(Ergon y col., 1998) y en tomate (Ding y col., 2002). Estas evidencias sugieren
que la gran cantidad de contigs retacionados a proteinas PR, como taumatinas
y quitinasas, inducidos durante el almacenamiento en frio de frutos de
duraznos, puede ser asociada a un tipo de respuesta de aclimatacion a frio
que es conservada en varias plantas, y que protegeria al fruto de un futuro
dafio por congelamiento y de patégenos oportunistas. En este trabajo, se

comprobé el perfil de expresion digital por RT-PCR (figura 5) para un gen
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similar a taumatina (contig 4797) y una endoquitinasa (contig 4862). Ademas,
se ha mostrado que las secuencias de los promotores aislados de estos dos
genes contienen varios elementos regulatorios en cis relacionados a
respuestas a estrés y a hormonas reguladoras de respuestas de defensa
como etileno y metil jasmonato (tabla 5). Al contrario de lo observado en el
promotor de deshidrina, los promotores de taumatina y endoquitinasa, no
contienen elementos del tipo DRE, sugiriendo que estos genes pueden ser
inducidos por una via alternativa a la de CBF/DREB. Una posible via, serfa la
via bZIP/ABRE (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Esta via es
independiente y se entrecruza con la via CBF/DREB durante la respuesta al
estrés por frio. Se ha encontrado gran cantidad de elementos ABRE en las
secuencias de los promotores de taumatina y endoquitinasa y ademas se ha
chservado que un factor de transcripcion tipo bZIP (contig 4778, tabla 4) es
coexpresado con estos genes. Este factor de transcripcion se une a dominos
similares a los ABRE en poroto y es expresado en zonas de abscision (Tucker
y col., 2002), comportamiento también observado en el gen de taumatina en
durazno (Ruperti y col., 2002). Sin embargo, sin la realizacion de estudios mas
detallados, como ensayos de interaccién entre factores de transcripcidn y
promotores (geles de retardo, Yamagata y col., 2002), no se pueden emitir
conclusiones.

Ademas del gran nimero de genes relacionados a respuestas de estrés y
defensa encontrados en el cluster B, también se encontraron varios genes
relacionados a los procesos de degradacién y plegamiento de proteinas (27 y
10 contigs, respectivamente, figura 4A). Estos procesos son muy activos

cuando las plantas son sometidas a condiciones de bajas temperaturas u otros

71




tipo de esirés y ayudan a reparar y prevenir el dafic provocado por frio,
estabilizando las estructuras de las proteinas y degradando las proteinas mal
plegadas (Sabehat y col., 1998; Iba, 2002).

Interesantemente, se ha observado que en los frutos de duraznos
almacenados a 4°C, ademas de un apagamiento en los niveles de transcritos
de genes relacionados al desensamble de la pared celular, sintesis de etileno
y ofros procesos activos durante la maduracion, existe un gran numero de
genes con alta actividad transcripcional, los cuales podrian estar actuando en
la proteccién del dafio celular por temperaturas frias.

Hasta la fecha, no existian trabajos que analicen ei perfil transcripcional global
en ningtn tipo de frutos sometidos a bajas temperaturas, por lo que los
resultados obtenidos en este trabajo pueden ser de gran utiidad no sélo
dentro del contexto de la harinosidad de duraznos, sino que también como
base para estudiar las respuestas a nivel de expresion génica de frutos

durante el estrés por frio.
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7.- CONCLUSIONES

Existen diferencias significativas en los niveles de expresion genica
globales entre los cuatro estadios de postcosecha estudiados (Método

AC).

Se identificaron genes expresados diferencialmente entre frutos

maduros jugosos y frutos maduros harinosos.

Los niveles de expresion digital de los genes taumatina, lipoxigenasa,
deshidrina, endoquitinasa y actina fueron congruentes con los niveles

de expresitn génica obtenidos mediante RT-PCR.

Los promotores de los genes taumatina, deshidrina y endoquitinasa
(coexpresados durante el almacenamiento en frio} contienen motivos
regulatorios en cis conservados entre ellos y con otros genes de
plantas también inducidos por frio. Explicando de cierta manera el
patron de expresion detectado, tanto por los métodos digitales como

por RT-PCR.

El promotor de lipoxigenasa (expresada preferentemente en frutos
harinosos), contiene motivos regulatorios en ¢is conservados con los
promotores de taurnatina, endoquitinasa y deshidrina y elementos

regulatorios presentes exclusivamente en su secuencia.
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8.- PROYECCIONES

Los resultados de los analisis de expresion génica global pueden ser
confirmados en un futuro cercano, mediante experimentos del tipo
macroarreglos, ya que el proyecto, en donde se enmarca esta tesis, cuenta
con una unidad encargada de hacer ese tipo de analisis.

Ademas, se propone medir el patrén de expresion de los genes identificados
en este frabajo, en frutos de duraznos de variedades menos susceptibles a
generar harinosidad, sometidos a las mismas condiciones de postcosecha
evaluadas en este trabajo. Este tipo de analisis permitiria detectar con mayor
certeza, genes relacionados a la generacion de la harinosidad.

Se propone analizar la funcionalidad de estos promotores en frutos y hojas de
duraznos (tanto a 4°C como a temperatura ambiente), transformando
transientemente dichos tejidos con vectores binarios conteniendo cada uno de
los promotores fusionados rfo arriba del gen reportero B-glucuronidasa (GUS).
Debido a que las secuencias de los promotores aislados contienen elementos
en cis conservados en genes de otras especies vegetales, se propone analizar
la funcionalidad de estos promotores en Arabidopsis thaliana, generando

plantas transgénicas con los vectores binarios mencionados anteriormente.
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