TESIS DE MAESTRIA

PEDECIBA-BIOLOGIA

Subarea Genética

“Utilizacion de microsatélites génicos como
estrategia para el analisis de tolerancia a frio
en arroz”

Eliana Monteverde

MONTEVIDEO
URUGUAY

2011

Orientador: Pablo Speranza



AGRADECIMIENTOS

Quisiera agradecer en primer lugar a mi tutor Pablo Speranza y a la Ing. Agr. Victoria
Bonnecarrére por su valiosa direccién y apoyo durante todo mi trabajo.

También quisiera agradecer a mis compafieros de laboratorio de la Unidad de
Biotecnologia de INIA Las Brujas, particularmente a Silvia Garaycochea y Leticia Chao,
asi como a Juan Rosas, Pedro Blanco y Fernando Pérez de Vida de INIA Treinta y Tres.

A mi familia y amigos por su apoyo incondicional.

Este trabajo fue apoyado en parte por una beca de Maestria de la Agencia Nacional de
Investigacion e Innovacion (ANII).



RESUMEN

En Uruguay, una de las principales limitantes en la produccion de arroz es la ocurrencia de
bajas temperaturas tanto durante las etapas tempranas del desarrollo de la planta, como
durante la fase reproductiva. La temperatura es un factor determinante en la distribucion
geografica de la gran mayoria de las especies cultivables. Existen dos subespecies de arroz
cultivado, indica y japonica, las cuales difieren principalmente en su tolerancia a las bajas
temperaturas. La subespecie indica es de origen tropical y es fundamentalmente mas
susceptible al frio que la subespecie japonica, de origen templado. Uno de los objetivos del
programa de mejoramiento de arroz del INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria) es mejorar el germoplasma disponible de manera de poder desarrollar nuevos
cultivares de amplia adaptacion ambiental, especificamente tolerantes a bajas temperaturas.
La utilidad de los microsatélites para evaluar la variacion genética dentro de un germoplasma
de estudio ha sido bastamente probada. Un alto nimero de microsatélites han sido localizados
en regiones transcriptas del genoma, lo que sugiere un posible rol funcional en la expresion
y/0 regulacion génica. De este modo, las diferentes variantes alélicas podrian determinar
cambios fenotipicos en un organismo. Este trabajo de tesis propone identificar marcadores de
tipo microsatélites asociados a genes relacionados con la respuesta a frio en arroz en etapas
tempranas del desarrollo, asi como evaluar la relacion entre la variacion alélica de los
microsatélites en dichos genes de respuesta a frio, y su nivel de expresién en situaciones de
estrés térmico. A partir de revisiones bibliograficas y busquedas en bases de datos de ESTs y de
QTLs, se seleccion6 un conjunto de 38 genes candidatos de resistencia a frio para los cuales se
determiné la presencia de microsatélites en su secuencia. A partir de una coleccion de
germoplasma consistente en 131 variedades de arroz del programa de mejoramiento genético
de arroz del INIA pertenecientes a ambas subespecies indica y japonica, se analiz6 su
variabilidad alélica con el conjunto de 38 marcadores de tipo microsatélites funcionales
previamente seleccionados. De los 38 marcadores probados 16 resultaron polimérficos, de los
cuales 6 mostraron una marcada diferencia de distribucion entre ambas subespecies. Se busco
asociacion de estos marcadores con respuesta a frio, medida como fluorescencia de la clorofila
(Fv/Fm), mediante andlisis discriminante. Entre los 16 marcadores polimorficos, 6 fueron
capaces de discriminar con un alto porcentaje de clasificacion entre clases fenotipicas
predefinidas. En la segunda parte, se realiz6 un estudio de expresién mediante PCR en tiempo
real de 6 genes candidatos de resistencia a frio, los cuales contenian secuencias de
microsatélites asociadas, con el objetivo de explorar la posible relacién entre las variantes
alélicas con diferencias en su expresion. Para 4 de los 6 genes analizados se encontrd una
congruencia entre el alelo identificado y su nivel de expresion en distintos genotipos. Los
resultados obtenidos en este trabajo permitiran direccionar futuros abordajes donde mediante
analisis de polimorfismos de un mayor nimero de marcadores y la aplicacion de técnicas de
asociaciéon mas robustas, como es el mapeo asociativo, en un mayor nimero de genotipos,
puedan identificarse un mayor namero de marcadores asociados a frio en arroz. Por otro lado,
el hecho de que 5 de los 6 genes analizados mostraran patrones similares de expresion entre
genotipos tolerantes a frio, los convierte en un conjunto de genes candidatos interesante para
futuros estudios de asociacion.
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Introduccion General

Identificacion del problema

Los factores abidticos como la sequia, la alta salinidad, y las bajas temperaturas
tienen efectos perjudiciales sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, y por
tanto limitan la productividad en especies cultivadas. La temperatura es un factor
determinante en la distribucion geografica de la gran mayoria de las especies
cultivables. Las plantas difieren en su tolerancia a las temperaturas de enfriamiento (0-
15 ©C) o de congelamiento (< 0 °C). Aquellas que son de origen templado son
tolerantes al enfriamiento, pudiendo aumentar dicha tolerancia a través de un proceso
conocido como aclimatacion al frio. Por otro lado las plantas de origen tropical o
subtropical, como el arroz, no son tolerantes a las bajas temperaturas y por tanto son
incapaces en gran medida de aclimatarse al frio (Zhu et al., 2007). Por este motivo, el
cultivo de arroz en regiones de clima templado, esta fuertemente condicionado por las
bajas temperaturas. Se estima que los dafios causados por el frio afectan a siete
millones de hectareas de arroz por afio en todo el mundo (Kariya, 2003), y casi un
millén de hectareas son potencialmente afectadas en América Latina (Cruz et al.,
2001).

Existen dos subespecies de arroz cultivado, indica y japonica, las cuales difieren
principalmente en cuanto a su tolerancia a las bajas temperaturas. La subespecie
indica, cuyo centro de origen constituye el sudeste de Asia, estd mayormente
adaptada a clima tropical. Por otro lado, la subespecie japonica esta principalmente
adaptada a clima moderado, siendo su centro de origen el sur de China (Londo, 2006).

En el cultivo de arroz, las temperaturas por debajo de los 15 °C son potencialmente
perjudiciales dependiendo del estadio de desarrollo de la planta, siendo la fase de
germinacién y desarrollo de las plantulas, y la fase reproductiva las dos etapas mas
criticas (Yoshida, 1981). Durante la fase de germinacion, los principales dafios
observados son el retraso y la disminucion del porcentaje de germinacion. Durante la
etapa de plantula los dafios incluyen retraso en el crecimiento, baja estatura y
decoloracion en las hojas, mientras que durante el periodo reproductivo los principales
sintomas del frio son esterilidad, excersion incompleta de las panojas y floracion
retrasada (Yoshida, 1981). Durante este periodo existe también un alto requerimiento
de luz solar para que se desarrollen adecuadamente los Organos reproductivos
(Stansel, 1975).



En Uruguay, la fase reproductiva coincide con el mes de febrero, durante el cual es
frecuente la ocurrencia de temperaturas inferiores a 15 °C, y la disponibilidad de luz se
reduce significativamente en comparacion al mes de enero. Desde el punto de vista
agrondmico seria conveniente adelantar la siembra al mes de setiembre, con el
objetivo de ubicar la floracién en enero cuando la temperatura y luminosidad son mas
apropiadas. Sin embargo, durante este mes las temperaturas registradas son bajas
para que se dé una correcta germinacion y desarrollo de la plantula, impidiendo un
correcto establecimiento del cultivo (Deambrosi et al., 1997). Esto dltimo justifica la
importancia de la generacién de cultivares capaces de desarrollar tolerancia a las bajas
temperaturas desde las primeras fases de su desarrollo, y poder asi obtener un mejor
provecho de los recursos climaticos durante el mes de enero.

De este modo, el conocimiento sobre los mecanismos bioquimicos y moleculares
de respuesta a las bajas temperaturas es fundamental para la identificacion de los
genes vinculados a la tolerancia al frio en las etapas iniciales del desarrollo del cultivo
de arroz. Estudios previos han identificado diversos grupos de genes involucrados en la
respuesta temprana al frio (Cheng et al., 2007; Yun et al., 2010), para muchos de los
cuales es posible determinar la presencia de microsatélites mediante el uso de las
bases de datos de genoma de arroz disponibles (Gramene, Rice Annotation Project). La
presencia de microsatélites polimorficos en genes transcriptos sugiere su posible rol
funcional y/o regulatorio, por lo tanto la busqueda de asociaciones entre dichos
polimorfismos y la variacién a nivel fenotipico seria de gran interés, asi como su
posible relacién con los patrones de expresion que dichos genes presenten en
genotipos contrastantes.

En esta tesis se propone identificar marcadores funcionales (SSR génicos) y
analizar la expresion de genes involucrados en la respuesta al frio durante las etapas
tempranas del desarrollo (plantula), en genotipos de arroz contrastantes respecto a su
grado de tolerancia al frio. Dado que estos genes contienen microsatélites en su
secuencia, se realizaran estudios sobre su variacion alélica y se analizard la
correspondencia con su nivel de expresion mediante ensayos de PCR cuantitativo.

Regulacion genética de la respuesta a frio en arroz

Las bajas temperaturas inducen cambios en la homeostasis celular activando
cascadas de sefializacién que conducen a la expresion de genes de respuesta a frio.
Tanto en plantas sensibles como resistentes al frio, la membrana celular constituye el
primer sitio de dafio. Principalmente en plantas sensibles, el frio induce una alteracién
en la fluidez de la membrana plasmatica (Murata and Los, 1997) lo cual provoca un
aumento de la permeabilidad de la misma. Este aumento de permeabilidad puede



afectar los canales de Ca*" provocando la liberacién de Ca®* al medio intracelular
(Plieth et al., 1999). Estos cambios en los niveles de Ca?* citosélico son detectados por
proteinas censoras de Ca?* (kinasas y fosfatasas), las cuales desencadenan las cascadas
de fosforilacion , cuyo objetivo final serd la activacion de las proteinas involucradas en
la proteccion celular y de los factores de transcripcion que controlan la expresion de
los genes de respuesta a frio especificos (Xiong et al., 2002). Los factores de
transcripcién son los principales reguladores, capaces de controlar la transcripcién de
grandes grupos de genes (regulones), a través de su unién especifica a los elementos
en cis ubicados en los promotores de sus genes blanco (Nakashima et al., 2009).

La mayoria de los regulones de respuesta a frio fueron identificados por primera
vez en Arabidopsis. El andlisis de los promotores de varios genes COR en Arabidopsis
Indica que estos genes estdn regulados tanto por vias dependientes como
independientes del &cido abscisico (ABA) bajo condiciones de estrés salino, hidrico y
bajas temperaturas. Sin embargo su expresion inducida por frio es en gran medida
independiente del ABA (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Una de las vias
independientes de ABA mas estudiadas en Arabidopsis es un conjunto de factores de
transcripcion conocidos como el regulon controlado por la proteina DREB1
(Dehydration-responsive element binding protein 1)/CBF (C-repeat binding factor)
(Cook, 2004; Fowler, 2002; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1992).

En aquellas plantas que no son capaces de aclimatarse al frio se han encontrado
genes de respuesta a frio que contienen sitios de union a DREB/CBF en sus
promotores, Indicando que muchos mecanismos de respuesta comunes entre plantas
de origen tropical y templado (Rabbani et al., 2003; Yazaki, 2004; Zhang et al., 2004).

En arroz, se han encontrado cuatro homdlogos a DREB1/CBF: OsDREBIA,
OsDREB1B, OsDREB1C, y OsDREBI1D; los cuales presentaron una rapida respuesta al
estrés por frio (Dubouzet et al., 2003). De todos modos, la organizacion jerarquica de
las vias que componen este regulén, y sus componentes adn no han sido del todo
definidos (Dubouzet et al., 2003).

En un andlisis transcriptémico en plantulas de arroz japonica, Cheng, et al. (2007)
identificaron 121 genes de respuesta temprana a frio. Entre estos genes encontraron
un factor de transcripcion, ROS-bZIP 1, el cual era ademas inducido por la aplicacién de
H.0O, exdgeno. Los autores concluyeron que este factor de transcripcion controlaria la
expresion de un nuevo regulon de respuesta a frio independiente de ABA y de
CBF/DREB, el cual responderia al aumento de los niveles de ROS durante la respuesta
temprana a frio.

Recientemente, en un estudio transcriptémico que involucrd anélisis de
microarrays y arquitectura de promotores, Yun, et al. (2010) lograron revelar los
componentes y la organizacion de la red de regulacion a nivel transcripcional de la



respuesta temprana al frio en arroz del ecotipo japonica. Los autores encontraron que
la activacién temprana de esta red seria desencadenada por los ROS, principalmente el
H20,, los cuales constituyen las primeras sefiales fisioldgicas de respuesta a frio (Yun et
al., 2010). Los genes objetivo de estos mecanismos tempranos constituyen varias
clases de factores de transcripcion del tipo bzip, ERF y MYB. Las otras respuestas
independientes de ROS, como los factores de transcripcién tipo DREB/CBF, RAP2 y
RAV1, y aquellas vias dependientes de ABA fueron activadas mas tardiamente (Yun et
al., 2010).

Microsatélites génicos

Los microsatélites o SSR (del inglés, Simple Sequence Repeats) son secuencias
cortas de ADN repetido en tandem. Constituyen uno de los tipos més variables de
secuencias en el genoma de los organismos vivos, y su polimorfismo radica en el
numero de repetidos en vez de su secuencia primaria (Ellegren, 2004). Debido a sus
altos niveles de polimorfismo, su caracter codominante, y a su aparente evolucion
neutral, los microsatélites han constituido los marcadores moleculares mas utilizados
para el mapeo gendémico y estudios de genética de poblaciones (Jarne and Lagoda,
1996; Powell et al., 1996).

Si bien los microsatélites han sido tradicionalmente considerados como “ADN
basura” (carentes de informacién genética relevante), surgen crecientes evidencias
sobre sus efectos a nivel fenotipico y molecular. Numerosos analisis sobre la
composicion y variacion del niamero de repetidos de los SSR en diferentes genomas
permiten apoyar la hipétesis de que los microsatélites serian una fuente importante de
variacion adaptativa, jugando un papel significativo en la evolucion de los organismos
(Kashi and King, 2006; Li, 2004).

Abundanciay distribucion de los microsatélites génicos en vegetales

Las herramientas de analisis gendmico y la secuenciacion de ESTs (del inglés
Expressed Sequence Tags) a gran escala, han permitido evaluar la abundancia y
distribucion de los microsatélites en regiones transcriptas del genoma de varias
especies. Si bien estas caracteristicas han sido bien estudiadas en bacterias y en
animales (Gur-Arie et al., 2000; Katti et al., 2001; Pupko and Graur, 1999; Toth, 2000),
la informacién disponible en vegetales es limitada. De todos modos existen trabajos
donde mediante abordajes bioinforméaticos logran determinar la frecuencia y



composicion de los microsatélites génicos en diferentes genomas vegetales
(Lagercrantz et al., 1993; Lawson and Zhang, 2006b).

En un andlisis comparativo de secuencias genémicas y de ESTs en Arabidopsis,
arroz, soja, maiz y trigo, Morgante, et al. (2002) encontraron que en estas especies las
frecuencias de los microsatélites eran mas elevadas en las regiones transcriptas,
especialmente las porciones no codificantes, que en el resto del genoma. En un analisis
in silico de microsatélites en Arabidopsis y arroz, Lawson & Zhang (2006b) encontraron
que los microsatélites presentaban distintos patrones de distribucion en diferentes
regiones génicas (intrones, exones, 5 y 3'UTR) entre y dentro de los genomas de
ambas especies. La presencia de microsatélites en regiones codificantes también
presenta preferencias en cuanto a su composicion nucleotidica. Tanto en Arabidopsis
como en arroz, se encontr6 que el repetido AG/CT era el méas frecuente en ESTs
(Lawson and Zhang, 2006b), asi como en el resto de las monocotiledoneas y
dicotiledéneas estudiadas (Morgante et al., 2002). En cuanto a la composicion de
trinucledtidos ésta fue mas variable entre especies siendo mas frecuente el repetido
CCG/CGG en arroz y mayoritariamente en regiones codificantes que en el resto del
genoma (Morgante et al., 2002).

Dinamica evolutiva de los microsatélites génicos

Al igual que los microsatélites presentes en regiones no transcriptas, los
microsatélites génicos presentan mayores tasas de mutacion que otras secuencias no
repetidas del genoma. Se han presentado varios modelos que explican la dinamica
evolutiva de los microsatélites. El modelo mas aceptado en la actualidad propone que
las distribuciones en equilibrio de las longitudes de los microsatélites son el resultado
de un balance entre eventos de deslizamiento durante la replicacion y mutaciones
puntuales (Kruglyak et al., 1998). Mientras que el deslizamiento favorece el
crecimiento, las mutaciones puntuales romperian los arreglos largos en dos o mas
unidades de menor tamafo. Esta dindmica evolutiva seria comdn a todo tipo de
microsatélites ya sean asociados 0 no a regiones transcriptas, pero los microsatélites
génicos estarian sometidos a una mayor presion selectiva que el resto debido a su
importancia funcional en la regulacion de la expresion y funcion génica.

Dado que los microsatélites génicos pueden afectar la funcion de un gen no puede
negarse su rol evolutivo. Varios trabajos proponen que en virtud de sus cualidades
mutacionales y funcionales, los microsatélites génicos son capaces de proveer una
fuente continua de variacion cuantitativa capaz de facilitar una rapida evolucion
adaptativa (Fondon and Garner, 2004; Kashi and King, 2006). Se ha propuesto que la
capacidad de algunos organismos de incorporar un mayor nimero de repetidos, podria



otorgarles una adaptacion mas rapida a los diversos factores de estrés generados por
el ambiente (Marcotte et al., 1998; Trifonov, 2003; Wren et al., 2000). Trifonov (2003)
sugiere que una de las posibles respuestas provocadas por los cambios ambientales
constituye la variacion en el nUmero de copias de los repetidos en tAndem, suposicion
que ha sido apoyada por estudios realizados en procariotas (Jackson et al., 1998) y
vegetales (Schmidt and Mitter, 2004). Esta variacion de naturaleza aleatoria ocurriria
en la mayoria de los microsatélites del genoma del organismo sometido a algun tipo de
estrés ambiental, siendo seleccionados aquellos cambios capaces de modificar la
actividad de un gen -0 grupo de genes- relacionada con la tolerancia al estrés,
otorgandole una ventaja adaptativa (Trifonov, 2003).

Las evidencias sobre la dependencia entre la expresion y otras funciones génicas, y
el nimero de copias de sus microsatélites asociados son cada vez mas frecuentes (Li,
2004). Como fue mencionado anteriormente, las diferentes condiciones de estrés a las
que puede estar sometido un organismo, incluidas las bajas temperaturas, serian
capaces de inducir variaciones en el nimero de repetidos de los microsatélites génicos.
Estas variaciones podrian afectar o bien la funcion, o la regulacion de la expresion de
dichos genes. Esto seria especialmente importante para el caso de los genes de
respuesta a frio, ya que la presencia de ciertas variantes alélicas podria otorgar
ventajas adaptativas (tolerancia) a aquellos organismos portadores. Por lo tanto, el
analisis de la relacion entre ciertas variantes alélicas con la expresién de los genes de
resistencia a frio seria de gran importancia para lograr un mejor conocimiento sobre
los mecanismos de tolerancia a estos tipos de estrés.

Objetivos

Este trabajo de tesis propone en primer lugar identificar marcadores SSR asociados
a genes relacionados con la respuesta a frio en arroz en etapas tempranas del
desarrollo, asi como evaluar la relacion entre la variacion alélica de los microsatélites
en dichos genes de respuesta a frio, y su nivel de expresion en situaciones de estrés
térmico.

El cuerpo general de este trabajo se divide en dos capitulos. En el primer capitulo
se realizara un estudio sobre la presencia de microsatélites (a través de las bases de
datos de secuencias de arroz), en genes de respuesta a frio en arroz previamente
seleccionados mediante busquedas bibliogréaficas. Con estos marcadores identificados
se realizara el genotipado de 131 genotipos de arroz pertenecientes al programa de
mejoramiento genético de arroz del INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria). Con estos resultados se estudiard la distribucion de la diversidad
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genética, y la estructura de las poblaciones de arroz analizadas. En paralelo se haran
mediciones fenotipicas de estos mismos genotipos en respuesta a frio, las cuales
serviran para la busqueda de asociaciones entre los marcadores identificados y las
caracteristicas fenotipicas.

En el segundo capitulo, se realizard un estudio de expresion mediante PCR en
tiempo real de un subconjunto de genes seleccionados a partir de los resultados
obtenidos en el primer capitulo, con el objetivo de analizar la posible relacion entre las
variantes alélicas con diferencias en su expresion. Estos estudios se realizaran sobre
tres genotipos de arroz uruguayo, los cuales difieren en cuanto a su capacidad de
tolerancia a las bajas temperaturas. Para cumplir con este propésito, se realizara
previamente un estudio validacion de genes de referencia para estrés por frio para las
variedades seleccionadas.



CAPITULO 1

Identificacion de marcadores génicos asociados a tolerancia a frio
en plantulas de arroz usando analisis de discriminante

Introduccion

La temperatura es un factor determinante en la distribucion geogréfica de la gran
mayoria de las especies cultivables. Las plantas de origen tropical o subtropical, como
el arroz, son particularmente susceptibles a las bajas temperaturas. En Uruguay, una
de las principales limitantes en la produccién de arroz es la ocurrencia de bajas
temperaturas tanto durante las etapas tempranas del desarrollo de la planta, como
durante la fase reproductiva.

Existen dos subespecies de arroz cultivado, indica y japonica, las cuales difieren
principalmente en cuanto a su tolerancia a las bajas temperaturas. La subespecie
indica es de origen tropical y es fundamentalmente susceptible al frio en comparacion
a la subespecie japonica, de origen templado. En un estudio sobre la estructura de la
diversidad genética dentro de Oryza sativa mediante marcadores moleculares
nucleares y cloroplasticos, Garris et al. (2005) lograron distinguir 5 subpoblaciones
dentro de O. sativa: indica, aus, tropical japonica, temperate japonica y aromatic. Las
subpoblaciones indica y aus conformarian el grupo indica, mientras que tropical
japonica tropical, temperate japonica y aromatic constituyen el grupo japonica,
existiendo un alto grado de diferenciacion genética entre ambos grupos (Garris et al.,
2005).

El modelo actual sobre el proceso de domesticacion de O. sativa establece que
indica y japonica fueron domesticados a partir de poblaciones divergentes de la
especie ancestral, O. rufipogon, lo cual sumado al gradual pasaje desde un héabito
reproductivo alégamo a uno autégamo durante el proceso de domesticacién, explican
el alto grado de diferenciacion genética entre ambas (Caicedo et al., 2007; Garris et al.,
2005). Sin embargo, en las etapas tempranas de este proceso un cierto grado de flujo



génico, aungue restringido, permitié la introgresion y fijacion de un conjunto de alelos
de domesticacion comunes entre ambas subespecies (Kovach et al., 2007; Sang and
Ge, 2007).

Los principales efectos del dafio causado por el frio durante las fases tempranas de
desarrollo del cultivo incluyen retraso de la germinacion y desarrollo de las plantulas,
mientras que durante la etapa reproductiva los principales sintomas del frio son
esterilidad, excersion incompleta de las panojas y floracion (Yoshida, 1981). Esto
justifica la importancia de mejorar el germoplasma disponible de manera de poder
desarrollar nuevos cultivares de amplia adaptacion ambiental, especialmente las bajas
temperaturas.

Los estreses ocasionados por condiciones ambientales como la sequia, la alta
salinidad o las bajas temperaturas inducen una serie de respuestas fisioldgicas y
moleculares. Muchas de estas respuestas inducidas son comunes a estos tres tipos de
estrés, lo cual es una consecuencia de la activacion de genes compartidos (Ishitani et
al., 1997; Rabbani et al., 2003; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Las bajas
temperaturas inducen la expresion de genes denominados COR (COR=Cold
Responsive), la mayoria de los cuales son regulados a nivel transcripcional. Estos genes
pueden clasificarse principalmente en dos grupos (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,
2000): un grupo de genes codifica para productos que conducen directamente a la
proteccion y reparacion de los dafios celulares, y otro grupo de genes cuyos productos
se encargan de regular la expresion génica y de la transduccion de sefiales.

Los mayores progresos en el entendimiento de las respuestas al estrés por frio
vienen de la aplicacion de las tecnologias de andlisis gendmico a nivel estructural y
funcional. Los estudios transcriptébmicos y proteémicos han aportado un mayor
conocimiento global sobre los grupos de genes expresados en condiciones de bajas
temperaturas. Mediante el uso de estas técnicas, varios estudios han logrado dilucidar
en gran parte algunos de los genes que se expresan o inhiben bajo condiciones de
estrés por frio en plantulas de arroz (Cheng et al., 2007; de los Reyes et al., 2003;
Rabbani et al., 2003; Yun et al., 2010).

Otro gran avance en ésta area constituye el continuo aumento de la informacion
genomica estructural y funcional sobre el cultivo de arroz, la cual esta disponible en
bases de datos de acceso publico. Actualmente existen diversas bases de datos de
secuencias de EST para especies de la familia Poaceae (incluyendo cultivos como
arroz), que pueden ser analizadas para detectar microsatélites tanto en regiones
codificantes como en regiones no traducidas de los genes (5’ 6 3’ UTRSs). Esto permite
analizar la presencia de microsatélites en genes de resistencia a frio en arroz
previamente identificados y de este modo estudiar su posible funcion.



La utilidad de los microsatélites para evaluar la variacion genética dentro de un
germoplasma de estudio ha sido bastamente probada. El uso de microsatélites génicos
con este fin podria potenciar el rol de los marcadores genéticos analizando la variacién
en genes de funcion conocida (Andersen and Libberstedt, 2003; Varshney et al.,
2005). La variacion en el numero de repetidos de los microsatélites dentro de genes de
funcién conocida puede ser testeada tanto por asociacion con variacion a nivel
fenotipico como por una funcién biol6gica determinada (Ayres et al., 1997).

El andlisis discriminante es una técnica estadistica multivariada desarrollada por
Fisher (1936), la cual es capaz de analizar si existen diferencias entre una serie de
grupos en los que se divide una poblacion, con respecto a un conjunto de variables
cuantitativas. Este tipo de andlisis se ha utilizado previamente en aplicaciones
agronomicas con el objetivo de combinar datos obtenidos a partir de marcadores
moleculares, con el desempefio fenotipico de individuos o grupos de individuos de
modo de identificar marcadores informativos (Bonamico et al., 2010; Mcharo et al.,
2004; Zhang et al., 2005). En estos casos el método implica la generacion de dos clases
compuestas por lineas puras seleccionadas con valores fenotipicos contrastantes, y
con perfiles genotipicos caracterizados mediante marcadores moleculares. De este
modo, el andlisis ha permitido identificar aquellos marcadores capaces de diferenciar
entre clases fenotipicas con mayor precision. Los resultados de este analisis se
expresan como porcentaje de correcta clasificacion, el cual es una medida de la
habilidad de los marcadores seleccionados para asignar cada individuo a su clase
correspondiente. Si estos valores de porcentaje de clasificacién son elevados, podria
inferirse una asociacion entre el/los marcadores y las caracteristicas fenotipicas en
estudio (Mcharo et al., 2004; Zhang et al., 2005). En un trabajo sobre identificacion de
marcadores candidatos de tipo SSR y RFLP, asociados a caracteristicas agronémicas en
arroz, Zhang et al. (2005) encontraron que para los 12 caracteres fenotipicos medidos
pudieron encontrarse asociaciones con un alto porcentaje de clasificacion. A su vez,
estos marcadores fueron detectados en regiones cercanas a QTLs para dichas
caracteristicas agrondmicas, previamente identificados. A partir de estos resultados,
los autores reconocen la utilidad del analisis discriminante para encontrar asociaciones
entre marcadores y caracteres fenotipicos de tipo cuantitativos.

Para un correcto estudio de asociacion es necesario contar con una buena
medicion de las caracteristicas fenotipicas. Uno de los principales efectos fisiologicos
de las bajas temperaturas en plantulas de arroz, lo constituye la fotoinhibicion
generada por la inhibicién del transporte de electrones a través del fotosistema Il
(PSII), ocasionado por la acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Jeong
et al,, 2002). Dicho dafio se produce principalmente por la inhibicion de los
mecanismos de reparacion del dafio en el PSII (Nishiyama et al., 2006). Trabajos
anteriores sostienen que la medicion de la méxima eficiencia cuantica (Fv/Fm)
constituye el mejor indicador de fotoinhibicién y por tanto constituye un buen método
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de evaluacion fenotipica de la respuesta a frio (Hirotsu, 2005; Maxwell and Johnson,
2000).

En este trabajo se identificaron genes candidatos de respuesta a frio con
microsatélites en su secuencia, para lo cual se realiz6 una revisién bibliogréafica y
posterior andlisis de presencia de microsatélites mediante bases de datos de acceso
publico. Aquellos marcadores polimérficos fueron utilizados para analizar la estructura
de 131 lineas puras de arroz provenientes del programa de mejoramiento de arroz de
INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria). Posteriormente se analizo la
capacidad de estos marcadores candidatos de clasificar correctamente a estos
individuos dentro de clases fenotipicas, predefinidas en base a respuesta a frio,
mediante analisis discriminante.

Obijetivo general: Identificar marcadores funcionales asociados a tolerancia a frio en
arroz en etapas tempranas del desarrollo mediante anélisis discriminante.

Objetivos especificos

Identificacion y seleccion de genes candidatos involucrados en la respuesta a frio
portadores de microsatélites polimorficos en su secuencia.

Genotipado con los microsatélites génicos del germoplasma elite del programa de
mejoramiento de arroz de INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria).

Busqueda de asociacion entre la respuesta a frio en germoplasma elite del programa
de mejoramiento de arroz de INIA y marcadores microsatélites génicos

Hipotesis

Objetivo especifico 1: Dada la elevada presencia de microsatélites génicos en
vegetales reportada en trabajos anteriores, es esperable que parte sino la mayoria de
los genes de respuesta a frio en arroz contengan microsatélites polimérficos en su
secuencia, principalmente en las regiones transcriptas no codificantes (3'y 5'UTRs e
intrones).

Objetivo especifico 2: Seria posible encontrar una relaciéon entre la presencia de
ciertos alelos de microsatélites en genes de respuesta a frio en determinadas
variedades de arroz, con su capacidad de tolerancia a nivel fenotipico.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Se seleccionaron un total de 131 genotipos pertenecientes al programa de
mejoramiento nacional de arroz de INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria). Estos genotipos constituyen lineas puras las cuales aun siguen en
proceso de mejoramiento. Entre estas 131 lineas 72 constituyen genotipos indica,
donde 43 de estos provienen del programa de mejoramiento de arroz del FLAR
(Fondo Latinoamericano para el Arroz de Riego) y el resto pertenecen al INIA; el
resto de las 59 lineas constituyen genotipos japonica y todos pertenecen al INIA.

Las semillas correspondientes a cada genotipo fueron embebidas en agua
destilada estéril por 10 min, y luego esterilizadas superficialmente mediante
inversiones consecutivas en etanol 70% por 3 minutos e hipoclorito de sodio al
50% 3 veces por 15 min cada vez. Las semillas fueron posteriormente enjuagadas
3 veces con agua destilada estéril, y colocadas en placas de Petri sobre gasa
embebida en agua e incubadas a 30 °C por 4 dias para favorecer la germinacion.

Genotipado

Extracciones de ADN

El ADN de las muestras fue extraido utilizando el protocolo de FAO/IAEA (2002),
con pequefias modificaciones, a partir de 0,1 g hoja fresca de cada variedad, de
acuerdo al método CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) (M.G.Murray and
W.F.Thompson, 1980). La muestra fresca fue macerada con mortero en nitrégeno
liquido, a la cual se agregé 0,7 ml de buffer de extraccion (CTAB + B-mercaptoetanol).
Esta mezcla se incubd a 65 °C durante 20 min. Luego, se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se agreg6é a cada muestra 1 volumen de cloroformo-isoamilico (24:1),
mezclandose suavemente por inversion. Posteriormente se centrifugé a 16000 x g por
20 min y se transfirié la fase acuosa (500 pL) a un nuevo tubo. En el siguiente paso se
agrego 0,7 volumenes de isopropanol puro y frio, mezclando cuidadosamente. Se dejo
reposar por 45 min a 4 °C y después se centrifugd a 3000 x g por 20 min y se descartd
el sobrenadante. Se lavé el pellet de ADN, con 0,5 mL de etanol 70 % y centrifug6 a
3000 x g por 5min. El lavado del pellet se repitié dos veces, posteriormente se seco en
estufa a 35 °C por 30 min. Se resuspendio el pellet en 300 uL de agua ultrapura,
constituyendo la solucién de stock reservada a -20 °C para su posterior utilizacion. La
calidad del ADN se determind mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %, en
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solucion de tincién con bromuro de etidio. La concentracion de ADN fue cuantificada
mediante NanoDrop ND8000 (Thermo Scientific). La concentracion de la soluciéon de
trabajo para las reacciones de amplificacion por PCR se ajust6 a 100 ng/uL.

Amplificacién por PCR

Aquellos marcadores encontrados en los genes seleccionados fueron utilizados
para el genotipado de la poblacién en estudio. Para la amplificacion de los marcadores
SSR, se disefiaron cebadores forward extendidos por el agregado de una secuencia
M13 (5 -TGTAAAACGACGGCCAGT-3") en su extremo 5, y los cebadores M13 utilizados
fueron marcados con los fluor6foros 6-FAM y HEX. Las reacciones de PCR fueron
llevadas a cabo en un volumen final de 25 plL. Las concentraciones de los reactivos
fueron las siguientes: buffer 1X (Fermentas, Thermo Scientific), 2.5 mM de Mg?*, 0.12
uM de dNTPs (Fermentas), 2.2 uM de cebador M13, 2.2 uM de cebador reverse, 0,56
uM de cebador forward y 0,8 U de enzima Taq polimerasa (Fermentas, Thermo
Scientific) y 100 ng de ADN. La amplificacion fue llevada a cabo en un termociclador
Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). El ciclado consistio de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido por un ciclo de 30 s a 94 °C, 30 s a
65 °C,y 30 sa 72 °C. Luego la temperatura de alineamiento fue disminuyendo de a 1 °C
por 10 ciclos, siguiendo con 30 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa55°Cy 30sa 72 °C,
seguido por 8 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 sa 53 °C y 30 s a 72 °C. El ciclado finaliz6 con
una extension final de 5 mina 72 °C.

Deteccidn de fragmentos

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2% para
confirmar amplificacion. Los productos amplificados fueron enviados en placas de 96
en formamida al servicio de secuenciacion de la Universidad de Yale (DNA Analysis
Facility). Estos resultados fueron analizados con el programa Peak Scanner version 1.0
(Applied Biosystems).

Andlisis de diversidad

Se construyeron matrices con el tamafio de todos los alelos de cada marcador para
cada genotipo. Se calcularon las frecuencias alélicas para cada marcador analizado
mediante el paquete para Excel Genalex 6.4 (www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/). Se
realizaron andlisis moleculares de la varianza (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), para
describir la particiébn de la diversidad genética entre y dentro de poblaciones,
utilizando el mismo programa. En primer lugar se realiz6 un analisis tomando en
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cuenta la estructura entre ecotipos (indica/japonica), mientras que para el segundo
analisis se realiz6 considerando los tres grupos delimitados por programa de
mejoramiento (indica-INIA, indica-FLAR y japonica).

Estructura de las poblaciones

Para analizar la estructura de las poblaciones se utilizd el programa Structure
version 2.3.3 (Pritchard et al., 2000). Este programa permite asignar individuos en K
grupos o poblaciones, en base a su genotipo para multiples loci mediante un abordaje
Bayesiano (Pritchard et al., 2000). Este programa calcula el logaritmo de la
probabilidad de los datos (LnPD) dado por la ecuacion Pr(X/K) para cada valor de K,
permitiendo la estimacion del nimero de poblaciones mas probable.

En primer lugar se cred un nuevo conjunto de pardmetros, para lo cual se eligio el
modelo de admixia (sin informacién a priori sobre poblaciones) y se mantuvo el resto
de los pardmetros por defecto. Todas las simulaciones fueron llevadas a cabo con
100,000 corridas burn-in, seguidas por 500,000 generaciones MCMC. El resto de los
parametros fueron establecidos por defecto.

Para establecer el valor de K méas apropiado se analizaron varios nimeros de
subpoblaciones (2-9) con 10 iteraciones cada una. Se calcul6 el promedio de LnPD para
cada valor de K con su correspondiente desvio y se graficaron. Con estos resultados se
realizaron las simulaciones con un nuevo conjunto de parametros, incorporando
informacion sobre poblaciones mediante la opcién USEPOPINFO.

Fenotipado

Tratamientos de frio

Una vez germinadas, las plantulas fueron luego crecidas en un sistema de
hidroponia en medio liquido Murashige & Skoog (Murashige and Skoog, 1962), en
camara de crecimiento con un régimen de alternacion de periodos de luz de 16 horas y
periodos de oscuridad de 8 horas, y con 300 uE m? s de irradiacién en la superficie
foliar, con una temperatura de 28 °C. Luego de los 13 dias, de crecimiento, las
plantulas alcanzan el estadio de crecimiento V3 (Counce et al., 2000), y fueron luego
sometidas a 10 °C para el tratamiento de frio, por 48 horas. Las plantas control fueron
mantenidas bajo las mismas condiciones a 28 °C.
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Medidas de FV/FM

Las mediciones de fluorescencia de la clorofila fueron realizadas por triplicado
usando plantas control y plantas tratadas con frio, con un fluorimetro FMSI Hansatech
(King's Lynn Instrument Ltd., King’s Lynn, UK). Las hojas fueron sometidas a oscuridad
por 30 minutos antes de realizar el analisis. Se tomaron los datos durante la exposicion
por 0,8 segundos a 8000 pmol fotones m?s? de luz actinica. La eficiencia cuéantica
méxima del PSIl (Fv/Fum), la cantidad cuéntica intrinseca medida durante las
iluminaciones (Fv/ev?), y el quenching fotoquimico (gP) fueron calculados
automaticamente por el fluorimetro. La eficiencia del PSII (P) fue calculada como el
producto de Fy/Fu y gP (Verhoeven et al., 1997).

Andlisis discriminante

Para buscar asociacion entre marcadores y fenotipo se utilizaron analisis
discriminantes. Con los datos obtenidos a partir del genotipado se elabord una matriz
binaria, para presencia y ausencia de cada alelo por marcador. Este andlisis se realiz a
través del algoritmo “vecino mas cercano” (k-nearest neighbor-1BK), el que pertenece
al tipo de analisis discriminante no paramétrico implementado en WEKA versién 3.5.8
(Waikato Environment for Knowledge Analysis, Univ. of Waikato, NZ,
http://www.cs.waikato.ac.nz/~ml/Weka/)

El algoritmo k-nearest neighbor clasifica cada instancia del conjunto (sobre las que
se quiere tener una prediccion), en base al conjunto de referencia definido (aquellas
instancias para las que se conoce su clase) de acuerdo a los siguientes criterios: 1)
encuentra los k vecinos mas cercanos dentro de las instancias del conjunto de
referencia, y 2) predice la clase segun la del vecino més cercano (si k >1, utiliza la clase
maés frecuente), por ejemplo, elige la clase que es mas comun entre los k vecinos méas
cercanos (Witten and Frank, 2005).

Determinar cuél es el niumero de vecinos méas cercanos éptimo, tiene directa
relacion con el tamafio del conjunto de entrenamiento. Si el conjunto de
entrenamiento es grande, es intuitiva la eleccion de mas de un vecino (k > 1), pero es
peligroso cuando el nimero de instancias es pequefio. Es posible demostrar que
cuando k y el nimero n de instancias tienden a infinito de tal forma que k/n - cero, la
probabilidad del error se aproxima al minimo tedrico para el conjunto de datos (Witten
and Frank, 2005).

Los resultados del analisis se expresan como porcentaje de clasificacion correcta
para cada variedad de acuerdo a su correspondiente clase fenotipica. Para medir la
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capacidad de acierto de la clasificacion se utilizd el coeficiente estadistico Kappa
(Cohen, 1960).

Kappa = Pr(a) — Pr(e)
1-Pr(e)

Donde Pr(a) es la proporcién de aciertos observados y Pr(e) es la probabilidad
esperada de aciertos por azar. Este coeficiente permite estimar si la clasificacion
obtenida puede ser producto del azar (k < 0) asi como el grado de robustez del
clasificador utilizado (mayor cuanto més cercano a 1).

También se procedio a seleccionar entre las instancias evaluadas aquellas con
mayor poder discriminante, para lo cual se utilizé el método best first implementado
en WEKA. Este método de busqueda de variables recorre todo el espacio de atributos
(en este caso alelos de cada marcador analizado), asigna un valor de desempefio a
cada una de las variables y devuelve una lista ordenada segun la medida del
desempefio (poder discriminante), la cual esta expresada en porcentajes.

16



Resultados

Seleccion de genes candidatos y microsatélites géenicos

Se realiz6 una revision bibliografica sobre trabajos donde se aislaron genes de
resistencia a frio en etapa de plantula, de la cual se eligi6 un total de 218 genes (Tabla
1). Para dicha clasificacion funcional se sigui6 el criterio de clasificacion propuesto por
Yun et al. (2010).

Tabla 1: Genes de respuesta a frio en arroz, expresados en etapas
tempranas del desarrollo e identificados mediante revisiones
bibliograficas. Se muestran los genes agrupados por funcién, y el
porcentaje de representacion de cada grupo.

Funcion Total Porcentaje

Sefializacion y regulacion de la respuesta 5 2,29%
Defosforilasas 2 0,91%
Quinasas 3 1,38%
Defensa celular 72 33%
Genes asociados a estrés oxidativo 49 22,50%
Reparacion de componentes celulares

dafiados 3 1,38%
Respuesta a estrés (DHN,LEA) 20 9,12%
Ajuste y sustento fisiologico 18 8%
Biogénesis celular y crecimiento 4 1,58%
Traduccion 3 1,38%
Metabolismo energético 11 5,04%
Factores de transcripcién 123 56%
Tipo WRKY 16 7,30%
Tipo bhlh 29 13,00%
Tipo NAC 21 9,60%
Tipo bzip 11 5,04%
Tipo AP2/ERF 29 13,00%
Tipo MYB 17 8,06%
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La mayor proporcion de genes de respuesta a frio encontrados en la bibliografia
constituyen factores de transcripcion (56%). Entre el resto de los genes, aquellos que
codifican para proteinas relacionadas con la defensa celular frente a situaciones de
estrés tienen mayor representacion (33%), dentro de los cuales aquellos vinculados a
procesos regulatorios del metabolismo oxidativo (peroxidasas, catalasas, componentes
del sistema glutation, tiorredoxinas, etc.), son los méas abundantes (22,5%).

Estos 218 genes fueron analizados en cuanto a la presencia de microsatélites en su
secuencia a través de las bases de datos de acceso publico (http://www.gramene.org/,
http://rice.plantbiology.msu.edu/) (Tabla 2). La mayoria de los genes que contenian SSRs
en su secuencia resultaron nuevamente ser factores de transcripcién (73,68%). Por
otro lado, los tri-nucledtidos resultaron ser el tipo de repetido mas prevalente,
representando un 64,7% del total. Los di-nucleétidos fueron el segundo tipo de
repetido mas frecuente (27,77%), mientras que sOlo un tetra-nucledtido fue
encontrado (RM22034). Todos los repetidos localizados en regiones traducidas
(exones) resultaron ser tri-nucledtidos, y con un alto contenido GC (tabla 3) salvo uno,
el RM5353, el cual consiste en un di-nucleétido.
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Tabla 2: Genes candidatos con microsatélites génicos. Se muestra el nombre del marcador asociado (Gramene), el motivo, su localizacion, asi como los cebadores

utilizados para amplificarlos.

Gen Accesion Me;r;::gig(rngR Motivo Localizacion Cebador Forward Cebador Reverse

Genes adaptativos

Low-temperature induced 6a LOC_0s07g44180 RM22034° (ATTA)5 3'UTR CCAGTTTATCTTCTGCACCTTCTCG TCTTTGAGCAGATGGCTAACAAGG
Phosphatase 2C LOC_0s01g40094 RM11239° (TG)15 intrén GGAGTTAGTGCAAGCAATTCAGG TGGTCAGGTAGACCACAGATCC
Gluthation peroxidase LOC_0s03g24380 RM14978° (TC)10 intrén TATCTGCAGGTGCGTGTAAATGG GCATATAGAGCGAGTAAGCGAGAGG
Auxin induced protein LOC_0s01g13030 RM6651° (GTG)8 intrén AAGCATCAAGTAGGCAGCACAGC GGAAGGAGGGAGATGAGATGAGC
Ferritina LOC_0s11g01530 RM1761° (AT)16 intrén ATCTTACACTGTGCAGGTTGTGC GGAACTTCCTTGGTGAATGAGC
Early-response to dehydration-like  LOC_0s03g23010 RM14960° (CGA)7 exon GTCAAGACCACCGCCTGGTTCC CGACGAGGAGGTTATGGGTCTGG
Alternative oxidase LOC_0s04g51150 RM17440" (CGC)8 exon CTTCTCCGCCTGCAAGGAACG TTTGCAAATCGCAACCATCTCG
Heat-shock protein 70 LOC_0s11g47760 RM144° (ATT)11 intrén CATGTTGTGCTTGTCCTACTGC AGCTAGAGGAGATCAGATGGTAGTGC
Low temperature viability protein ~ LOC_0s03925620 RM15041" (Geey7 5UTR CTGTTTACGAGCTCCTCTCCAAATCC GACGGTGTAGTCGTTGCTGTCG
AMP binding protein LOC_0s02932490 RM13335" (GT)10 intrén TATGCCAAGAGGAATCCTGAAGC GCACTCACACTGATCTGGACAGG
Factores de transcripcion

OsWRKY1v2 LOC_0s01g14440 RM6516" (CCG)8 exon AAGCATCAAGTAGGCAGCACAGC GGAAGGAGGGAGATGAGATGAGC
OsWRKY32 LOC_0s02953100 RM8016 * (AT)22 intrén CAAGCATTATCAGTTGGCTTCC GTGCTAGACGACGTTCTCAAACC
OsWRKY5 LOC_0s05g04640 RM17863" (TA)11 intrén GGACGTCATGATTTGTGCTTGG GTCATTGGCTTGCAGGATACACC
OsWRKY8v2 LOC_0s05g50610 RM19165" (CTG)7 exon GTGTAGAGATGAAGAGGAGGCATCG ~ CGTGAGCTACCACATGCACAGG
bhlh37 LOC_0s01g911910 RM10381* (CCG)10 intrén TGGAGATGGCAAAGAGGAATTGTGG ~ GAGAGTTCGCCGTCGCTTGG
bhlh29 LOC_0s02g12820 RM12729™ (AT)33 exén TGGAGCAGCTCAAGATAGTAGACC TATTTGGATTCCGTTCCAGACG
bhlh148 LOC_0s03g53020 RM15892° (AAG)7 5UTR TATCCCGCGTTCGAATATTTCC ACGACTCCATTTGCATCTCTTCC
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Marcador SSR

Gen Accesion asociado Motivo Localizacion Cebador Forward Cebador Reverse

bhih4l LOC_0s03g59670 RM16111 * (CCG)8 exén GACGGAGATGAACGTCGAGACC CAGTTACTGTCAACAAGGCAGGTAGG
bhih18 LOC_0s03g51580 RM15841 * (GCG)7 exén CAGTACACGGAGCAGCAGATCG CCCAGCTGGTGTTCACCTTCG
bhihg? LOC_0s08g38080 RM5353 * (TC)13 exén GTCGCTGGATGCAGCAAACTGG GCCGAAGCGTTGCTCTCTACTCC
NAC LOC_0s01g60020 RM6547° (GCT)9 5UTR ATGACACACCACCACCACCAACG GGAAGCGCAGCATCAACAAAGG
NAC LOC_0s01g66490 RM11987" (GGA)7 exén AACTAGCCCTAGCGACGGATGC AGGTCATCCTCATGCCCATCTACC
NAC LOC_0s12g41680 RM28690" (CT)L7 intrén CTTCTCCTCCAAGGTATGTATGG GCATATTTGCAGCTTGATAGGG
NAC LOC_Os11g05614 RM26081" (TCA)7 3UTR GTGAAATGGGATCGGATTCATGG GATCGATCAACCGGAGATGACG
ROS_bzIP1 LOC_0s08g43090 RM23550° (TA)35 3UTR GAAGGATGATGGTGATCCATGC AAACACGATGCCTCCTATTCAGG
bzIP LOC_0s12g06520 RM27564" (GGA)7 exén CTTCTTCGAGGGTTTCTCGTTGC CTCCTCTTATGCCCACCACTTCC
bzIP LOC_0s08g38020 RM23346" (GTG)7 exén GCAGCGCCATGTTGATGAGG CCTCCAAACCCTCCCTTCTTCG

bzIP LOC_0s02903960 RM12403° (GGC)8 exén GGATCTGAAGAGGTCGTCGAAGG ACATCCTCTCCTGCATCAACACC
bzIP LOC_0s05¢37170 RM18776° (GA)13 3UTR CTCCAGGAGGGTACAAATTCTGC CCATTGGAACATAGCAAGTGATCG
AP2 domain containing protein ~ LOC_0s05¢28350 RM18462 * (CCG)7 exén GCATGGAATCGGTCACTTGAGG GTCTTCCACGGCTGAAACACAGG
fat?zlf"e'rESpO"Si"e transeription | 5 0506411860 RM19630™ (GCO)7 exén CACGCCGCGGTACATCTTGC CGAACACCACCACCTCCTTCTCG
AP2 domain containing protein ~ LOC_Os04g44670 RM17273" (CCG)7 5UTR GCTCCGCCCAATCTTCTTGAGC GCGCTAGCTGCGTTTCTTCTCC
Ef’o?e'\i';\ binding domain containing 51404750 RM10114° (GAG)7 5'UTR TGGTCGTCTTCTCCTGCAACTCC GATCAACTCGTCTTCCTCCATTGC
AP2 domain containing protein ~ LOC_0s03g08500 RM14490" (CGG)7 exén GGAGACGACGGCTAGAGCCTAGAAGG ~ GCCGACCAGTACAACCACTTCAACG
MYB family transcription factor ~ LOC_0s04g40420 RM17139° (AT)13 intrén TATCTGTTGGTGCAGTTGATCC AGCTGCCCTTACTTGATATGTGG
MYB family transcription factor ~ LOC_0s09g36730 RM215° (CT)16 3UTR GAGCAGCAAGAGCAGCAGAGG CATGCTCGACTTCAGAAGCTTGG

*: No amplificd, M: Monomorfico, P: Polimérfico
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Por su parte, el tipo de repetido méas frecuente entre los di-nucleotidos fue AT,
mientras que el tri-nucleétido més frecuente fue CCG (Tabla 3), el cual codifica para el
aminoacido prolina (22,73%) (Tabla 4). Los siguientes aminoécidos mas frecuentes
fueron la alanina (18,18%), la arginina (13,65%), y la glicina (13,64%) (Tabla 4).

Tabla 3: NUmero y frecuencia de los
repetidos analizados para genes ligados
a la tolerancia a frio.

Repetido Total %
Di 12 34,2
AT/AT 4 11,4
TA/TA 2 57
CT/CT 2 57
TC/GA 2 57
Otros 2 57
Tri 22 62,8
CCG/CGG 6 17
GCC/GGC 3 8,7
GTG/GTG 2 57
GCG/CGC 2 57
GGA/TCC 2 5,7
Otros 7 20
Tetra 1 3

ATTA 1 3
Total 35 100

Tabla 4: Frecuencia de codones y aminoacidos codificados en genes
de tolerancia a frio.

Aminoécido

Codon codificado %
GGA/GGG/GGC/GGT Glicina 13,64
GCA/GCG/GCC/GCT Alanina 18,18
ATA/ATC/ATT Isoleucina 4,54
CCA/CcG/ccce/cc Prolina 22,73
TAC/TCT/TCC/TCT/AGC/AG Serina 4,54
GAA/GAG Acido glutamico 454
AAA/AAG Lisina 4,54
CGA/CGG/CGC/CGT/AGA/AGG Arginina 13,65
GTT/GTC/GTA/GTG Valina 9,1
CTT/CTC/CTA/CTG/TTA/TTG Leucina 4,54
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Analisis de variabilidad alélica

Se intent6 amplificar los 36 microsatélites seleccionados, para los 131 genotipos
del Programa de mejoramiento de arroz de INIA, con los cebadores presentados en la
Tabla 2. De los 36 marcadores analizados, 6 no lograron amplificarse, 14 resultaron
monomorficos y 16 polimorficos (Tabla 2). De los 14 marcadores localizados en exones,
8 resultaron ser monomorficos, mientras que 3 no amplificaron, y sélo 2 fueron
polimoérficos (RM14960 y RM12403). El numero de alelos por locus varié entre 2
(RM6547) y 15 (RM23550). Si bien existen alelos exclusivos para varios marcadores en
una u otra subespecie, para varios de estos marcadores se observa la ocurrencia de
dos alelos con frecuencias marcadamente diferentes entre ambas subespecies. Esto
altimo se cumple principalmente para los marcadores RM22034, RM14978, RM6651,
RM14960, RM6547, RM18776 y RM215 (Figura 1).
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Figura 1. Variacion alélica para los 16 marcadores de arroz seleccionados. Se muestran los
tamarios de los alelos en pares de bases para cada marcador (barras horizontales) pertenecientes
a cada genotipo, indica (izquierda) y japonica (derecha), y en negro se representa la frecuencia
relativa de cada alelo en cada subespecie.

Los analisis de varianza (AMOVA) mostraron que la mayor parte de la diversidad
genética (58% en el primero y 54% en el segundo) se encuentra entre ambos ecotipos,
mientras que el resto de la diversidad se halla dentro de cada ecotipo en ambos casos
(Tabla 5).
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Tabla 5: Analisis de la varianza molecular para los 131 individuos del programa de mejoramiento de arroz
de INIA.

Por ecotipo: indica/japonica

Fuente de variabilidad gl SC CM Est. Var.  Porcentaje de varianza
Interpoblacional 1 488,382 488,382 4,019 58%
Intrapoblacional 240 686,047 2,859 2,859 42%

Total 241  1174,428 6,878 100%
Por programa de mejoramiento: indica-INIA/indica-FLAR/japonica
Fuente de variabilidad gl SC CM Est. Var. Porcentaje de varianza

Interpoblacional 2 504,753 252,377 3,301 54%
Intrapoblacional 239 675,234 2,825 2,825 46%
Total 241  1179,987 6,126 100%

Analisis de estructura

Los valores promedio de LnPD muestran un aumento sostenido hasta alcanzar un
méximo en K=6 (Figura 2), a partir del cual los valores promedio de LnPD tienden a
disminuir.
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Figura 2: Representacion grafica de los valores promedio de LnPD obtenidos mediante el programa
Structure version 2.3.3 para diferentes valores de K entre 2y 9.

A continuacién se realizaron las simulaciones con informacion previa sobre
poblaciones, asumiendo tres valores de K (Figura 3). Dos de ellos, K =2 y K = 3, son
asignados a priori asumiendo indica y japonica como poblaciones diferentes en el
primero y asumiendo los grupos indica-INIA, indica-FLAR y japonica como poblaciones
diferentes en el segundo. La tercera simulacion se llevo a cabo asumiendo un valor de
K = 6, tomando en cuenta los 6 grupos obtenidos a partir del analisis de estructura
genética. Cuando el valor de K es igual a 2, se distingue una clara diferenciacion entre
los genotipos indica y japonica, aungque se observa de todos modos la presencia de 6
componentes del grupo indica-INIA (L3790CA, L4816, L4820, L5850, L5879 y L5855),
con un alto porcentaje (llegando incluso al 100%) de alelos compartidos con japonica.
Por su parte, el grupo indica-FLAR contiene solamente 3 genotipos (FL01986-16P-2-5-
1, FLO4225-CA-5P y FL04542-9M-6P-5M) con una totalidad de alelos compartidos con
el grupo japonica para estos marcadores (Figura 3).

Cuando K toma el valor de 3, el grupo indica se divide en dos poblaciones, las
cuales corresponden a los grupos indica-INIA e indica-FLAR, manteniendo ambos
grupos los mismos genotipos con elevada pertenencia al grupo japonica. Este grupo a
su vez contiene un componente (L6334) con un elevado porcentaje de alelos de los
otros grupos indica, principalmente de indica-FLAR.
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Figura 3: Poblaciones de arroz analizadas mediante el programa Structure asumiendo 3 valores de K (K=2, K=3 y K=6).

Cuando K toma el valor de 6, se mantienen los mismos tres grupos principales,
donde ambos grupos indica mantienen practicamente los mismos niveles de
estructura interna. Por su parte, el grupo japonica muestra una mayor diferenciacion
en subpoblaciones, apareciendo esta estructura también en aquellos genotipos indica
gue comparten alelos con el grupo japonica. En este caso, el genotipo L6334 (japonica
tropical), que en K =3 portaba alelos asignados al grupo indica en su extensa mayoria,
pasa a portar alelos asignados a japonica. Por otro lado, se mantienen los 9 genotipos
con un elevado porcentaje de alelos asignados al grupo japonica (6 dentro del grupo
indica-INIA y 3 individuos dentro del grupo indica-FLAR). Cuando se realizd
nuevamente el analisis de frecuencias alélicas quitando estos 6 individuos, la
frecuencia de los alelos con menor representacion dentro de cada grupo en los
marcadores RM22034, RM14978, RM6651, RM14960, RM6547, RM18776 y RM215 se
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vio drasticamente disminuida. Para algunos marcadores incluso, estas frecuencias
parcialmente minoritarias llegaron a igualarse a 0. Tal fue el caso de los marcadores
RM14978, RM14960 y RM6547, los cuales se encuentran dentro de los genes que
codifican para una glutation peroxidasa (LOC_0s03g24380), para una proteina de
respuesta a estrés por sequia (LOC_0s03923010) y para un factor de transcripcion de
tipo NAC (LOC_0s01g60020), respectivamente. Esto indicaria que dichos individuos
fueron responsables en gran medida de la distribucién sesgada de las frecuencias
alélicas observada para estos marcadores, lo cual no hubiera sido posible de detectar
sin el analisis con Structure.

Analisis fenotipico

Se obtuvieron los valores de fluorescencia de clorofila a partir de hoja (Fv/Fm) para
determinar la méxima eficiencia cuédntica del PSII. Dicha medida (Fv/Fm) constituye el
mejor indicador de los niveles de fotoinhibicion.

0.334 0.89- n=130r=0.994 (Fv/Fm)
0.25- & 0.76
g &
© 3
2 3
§ 0174 § 0.62-
: 8
5 3
- e
0.08- 3 0.48-
000' O.34‘v T T T 1
0.310.380.450.530.600.670.740.820.89 0.34 0.48 0.62 0.76 0.89
Fv/iFm Cuantiles de una Normal(0.61952,0.011033)

Figura 4: Histograma de frecuencias (izquierda) y grafico cuantiles de los valores de Fv/Fm
para 131 genotipos de arroz.
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Los valores de Fv/Fm se hallaron dentro del rango de 0,167 y 0,867, ajustandose a
una distribucion normal (Figura 4). El valor de Fv/Fm promedio para los genotipos
japonica (0,121) fue superior a los valores promedio de los genotipos indica-INIA
(0,09) e indica-FLAR (0,08) (Figura 5). Como criterio para la asignacién de las clases se
calculé el promedio de los valores de fluorescencia y su desvio estandar. A partir de
esto se tomaron como susceptibles aquellos genotipos cuyos valores de Fv/Fm se
hallaban por debajo del promedio menos un desvio estandar, resistentes los que
mostraron un valor de Fv/Fm superior al promedio mas un desvio estandar, y de
respuesta moderada aquellos cuyos valores de Fv/Fm se hallaban entre ambos
desvios.

0,9

0,8 11

0,6 mil — T

Fv/Fm

0,4

0,3

0,2

01

Indica-INIA Indica-FLAR Japonica

Genotipo

Figura 5: Valores de Fv/Fm tomados para los 131 genotipos de arroz. Se indican los valores
promedio para cada grupo (lineas gruesas) v sus respectivos desvios (lineas finas).

Tomando en cuenta la totalidad de los genotipos, el 72% mostré ser de respuesta
moderada, un 14% fueron resistentes y un mismo numero susceptibles. Dentro de los
genotipos indica, el 24% resultd susceptible, mientras que ninguno mostré ser
resistente, concordando con lo esperado. Entre los genotipos japonica el 31% resultd
ser resistente, mientras que un genotipo, el cultivar Caraguata, resulté susceptible
como era de esperarse.
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Analisis discriminante

El andlisis discriminante se planted para buscar cudles marcadores resultaban mas
adecuados para diferenciar entre clases fenotipicas. Cuando se tomo¢ la totalidad de los
individuos ordenados en tres clases fenotipicas (susceptibles, tolerantes y moderados)
como grupo de entrenamiento, los resultados del analisis fueron poco satisfactorios.
En este caso, 84 de las 131 instancias fueron correctamente clasificadas (64%), con un
valor del estadistico Kappa de 0,1299, y una tasa de falsos positivos igual a 0,55.

En base a este resultado, se decidi6 disminuir el nimero de dimensiones del
problema para lo cual se redujo el numero de clases dentro de cada grupo (indica y
japonica) a dos (tolerantes y susceptibles). Dado que dentro de indica todos los
individuos resultaron ser susceptibles y moderados, se tomaron aquellos individuos
moderados como tolerantes. Del mismo modo se procedid con japonica.

Se realizaron tres tipos de analisis de acuerdo al criterio de clasificacion. En el
primero se utilizaron todos los individuos sin considerar estructura de poblaciones. El
segundo criterio de clasificacion establecio el analisis con dos grupos considerando
separacion entre ecotipos indica y japonica, y el tercero considerd el programa de
mejoramiento de donde provenian los genotipos indica (INIA y FLAR) ademas del
grupo japonica.

Dado que en este trabajo se realizaron analisis considerando diferentes grupos, las
matrices debieron clonarse de forma de poder estimar el porcentaje de clasificacion
correcta por validacién cruzada, permitiendo de esta forma hacer una evaluacién del
método mas precisa. El clonado de los datos no afecta los resultados finales, ya que
cada una de las instancias con igual perfil de marcadores SSR sera asignada a la misma
clase.

Tabla 6: Porcentajes de clasificacion para los diferentes grupos
analizados mediante analisis discriminante.

Grupos % de Clasificacion Kappa
Sin considerar estructura 64,88% 0,2983
indica 97% 0,9286
japonica 98% 0,9543
indica-INIA 98% 0,9619
indica-FLAR 100% 1
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El porcentaje de clasificacion correcta para todos los genotipos sin considerar la
estructura siguié resultando bajo (64,88%, Kappa = 0,2983). Por el contrario,
cuando se analizaron los grupos por separado, tomando en cuenta la estructura
poblacional, los porcentajes de clasificacion asi como los valores de Kappa
aumentan considerablemente. En el caso del grupo indica-FLAR el porcentaje de
instancias correctamente clasificadas alcanz6 incluso un 100% (Tabla 6).

Tabla 7: Atributos seleccionados a través del método best- first. Se muestra también el
porcentaje de clasificacion de los mismos, asi como su valor de Kappa.

%
Grupo Atributos seleccionados  Clasificacion Kappa
Sin considerar estructura RM144 255 (100%) 4% 0,4868
RM23550_280 (100%)
RM23550_286 (85%)
RM215_158 (100%)
indica RM6651 131 (100 %) 76% 0,1282
RM23550 286 (100 %)
RM215_147 (100%)
RM215 158 (90 %)
RM1761_143 (80%)
japonica RM144 291 (90 %) 81,4% 0,2938
RM23550_ 250 (80 %)
RM23550_280 (100 %)
RM23550_380 (80 %)
RM1761_152 (80 %)
indica-INIA RM6651_131 (100 %) 85% 0,6747
RM6651_134 (100 %)
RM23550_296 (100 %)
RM215_147 (90 %)
RM1761_143 (100 %)
indica-FLAR RM23550_286 (100 %) 97,6% 0,8959
RM10114_125 (100 %)
RM215_145 (100 %)

Cuando se utilizan las variables seleccionadas mediante el algoritmo best first
se observa que no mejora el desempefio del método, ya que en general los valores
de clasificacién correcta son menores que los obtenidos con la totalidad de los
datos (Tabla 7). Para el Unico caso en que esto no se cumple es cuando se toman en
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cuenta todos los genotipos sin considerar la estructura, ya que el porcentaje de
clasificacion en este caso aumenta levemente (74%; K = 0,4968), aunque sin llegar a
valores satisfactorios. Por otro lado, cuando se realiza la separacién dentro del
grupo indica, los porcentajes de clasificacién, si bien disminuyen, contintdan siendo
satisfactorios, sobretodo dentro del grupo indica-FLAR. Respecto a los atributos
seleccionados puede observarse que, salvo el marcador RM10114, el resto de los
marcadores e incluso algunos alelos tienen alto poder discriminante en mas de un
grupo.
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Discusion

Abundancia de microsatélites polimorficos en genes de respuesta a frio

El hecho de que varios de los genes de tolerancia a frio contengan SSRs en su
secuencia esta en concordancia con resultados previos a partir de levaduras, donde los
SSRs resultaron estar distribuidos preferentemente en los marcos abiertos de lectura
(Open Reading Frames- ORFs) codificantes para proteinas regulatorias (p.ej. factores
de transcripciobn y quinasas) en lugar de genes codificantes para proteinas
estructurales (Hancock and Simon, 2005; Young et al., 2000). La importancia de los
factores de transcripcion ha sido muy estudiada debido al importante rol que juegan
en la tolerancia de varios tipos de estrés incluyendo el estrés por bajas temperaturas
(Khong et al., 2008). Esto ultimo concuerda con la hipotesis de los SSR génicos podrian
tener un rol importante en la rapida evolucion de los fenotipos adaptativos (Young et
al., 2000).

Por su parte, los tri-nucledtidos fueron el tipo de repeticion mas frecuente, lo cual
concuerda con estudios previos en arroz (Lawson and Zhang, 2006a), y en otras
monocotiledoneas (Morgante et al., 2002). Lawson & Zhang (2006) en su andlisis
encontraron que los tri-nucle6tidos se encontraban mas frecuentemente en todas las
regiones salvo en 3'UTR, preferentemente en 5°UTR. En este estudio, si bien se
encontrd un solo tri-nucleétido en 3"UTR, éstos tendieron a ubicarse preferentemente
en exones, pero en su composicion prevalecieron los nucleétidos G y C al igual que los
resultados reportados por Lawson & Zhang (2006). Estas diferencias pueden ser
explicadas por la menor cantidad de genes analizados en este estudio frente a las
57,915 secuencias analizadas por Lawson & Zhang (2006). La prevalencia de repetidos
de tipo tri-nucleo6tidos o mdltiplos de tres en exones no es casual, ya que la seleccion
natural actuaria en contra de mutaciones capaces de generar cambios en el marco de
lectura de los genes (Li, 2004). Por otro lado, se encontr6 que el repetido mas
frecuente dentro de los di-nucleétidos fue AT, lo cual no concuerda con otros estudios
en arroz y otros cereales donde la frecuencia de GA resulto la mas elevada dentro de
los di-nucle6tidos. Sin embargo, tanto en arroz como en otros cereales, el tri-
nucleo6tido CCG era el méas abundante, lo cual concuerda con este estudio (Kantety et
al., 2002; Lawson and Zhang, 2006a). Este tri-nucleétido codifica para el aminoacido
prolina, siguiéndole en frecuencia la alanina, la arginina y la glicina, lo cual concuerda
con lo reportado por Lawson & Zhang (2006).

De los SSR seleccionados para el genotipado de las 131 lineas de arroz, 6 no
lograron amplificarse. Si bien es menos frecuente que en microsatélites genémicos, la
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ocurrencia de alelos nulos en microsatélites génicos ya ha sido previamente reportada
(Cho et al., 2000; Eujayl et al., 2001; Fraser et al., 2004). Dado que la amplificacion de
los microsatélites utilizados en este estudio ya fue previamente evaluada por Mc
Couch et al. (2002), la ocurrencia de alelos nulos en este caso puede explicarse por
mutaciones en el sitio de unién de los cebadores (Lehmann et al., 1996). De los 6
microsatélites que no amplificaron, 4 residian en exones. De este modo, es posible que
la secuencia flanqueante que reconoce alguno de los cebadores disefiados para
amplificarlos fuera un intrén o algin tipo de secuencia reguladora con mayor tasa de
variacion. Para los dos microsatélites restantes que no amplificaron puede cumplirse lo
mismo. Sélo 3 de los 14 marcadores localizados en exones mostraron ser polimorficos
en este estudio. Esto concuerda con el hecho de que las tasas de mutacion en este tipo
de marcadores estan fuertemente limitadas por la seleccion natural, debido a las
drésticas consecuencias que podria acarrear el agregado de un aminoacido en la
secuencia de una proteina (Li, 2004).

Las frecuencias alélicas fueron marcadamente diferentes para cada subespecie,
cumpliéndose para varios marcadores la existencia de dos alelos con una marcada
diferencia de distribucion entre indica y japonica. Si bien esta distribucion diferencial
puede ser el reflejo de una marcada estructura poblacional, no puede descartarse una
posible relacion funcional entre la presencia de ciertos alelos y la capacidad de
adaptacion al frio de cada subespecie. Esto no es casual dado que los centros de
domesticacion de ambos ecotipos difieren en cuanto a sus condiciones climaticas,
principalmente la temperatura (Khush, 1997; Oka and Morishima, 1982) .

La existencia de una marcada estructura genética en arroz ha sido bastamente
documentada (Garris et al., 2005; Ni et al., 2002; Zhang et al., 1992). Las accesiones
analizadas en este trabajo muestran una diferenciacion significativa tanto entre los
grupos indica y japonica como entre subgrupos dentro de indica. Esto queda apoyado
por el andlisis de estructura. Esta estructura entre los grupos indica y japonica, asi
como entre subgrupos puede ser atribuida a diferentes factores. En primer lugar, no
puede soslayarse un legado de estructura histérico proveniente de las poblaciones de
arroz ancestrales, las cuales se estima que divergieron hace méas de 100 000 afios
(Kovach et al., 2007; Sweeney and McCouch, 2007). Como se mencion0 previamente,
ambas subespecies se originaron a partir de dichas poblaciones pre-diferenciadas de
Oryza rufipogon, su ancestro salvaje, persistiendo un cierto grado de flujo génico entre
ambas, permitiendo la fijacion de ciertos alelos de domesticacion comunes a ambas
(Sang and Ge, 2007).

Por otro lado, como ya fue mencionado previamente, la particién de la diversidad
genética observada podria ser el producto de una correspondencia entre la presencia
de ciertos alelos de marcadores funcionales con una capacidad de tolerancia a bajas
temperaturas. Si bien el andlisis de varianza molecular dio como resultado que una
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mayor proporcion de la diversidad genética se encontraba entre las poblaciones (58%
considerando divisién entre ecotipos, y 54% considerando dos grupos dentro de
indica), estos porcentajes no fueron lo suficientemente elevados considerando la
marcada estructura genética evidenciada en estudios previos (Caicedo et al., 2007;
Garris et al., 2005). Esto podria ser explicado por un mayor nivel de diversidad dentro
del grupo indica, considerando también sus subgrupos, lo cual se ve reflejado en el
analisis de estructura. Estos mayores niveles de diversidad no son casuales, ya que
indica constituye el grupo més diverso de todos los grupos comprendidos dentro de la
especie Oryza sativa, y no existen evidencias sobre la existencia de cuellos de botella
en la historia de dicho grupo (Garris et al., 2005).

Dentro de ambos subgrupos de indica se encuentran individuos con un alto
porcentaje (sino una totalidad) de alelos asignados al grupo japonica. A su vez, estos
individuos presentan valores medios de Fv/Fm, colocandolos dentro de la clase de
respuesta moderada en el andlisis fenotipico. Estos genotipos son: L3790CA, L4816,
L4820, L5850, L5879 y L5855 (pertenecientes a indica-INIA), y FL01986-16P-2-5-1,
FLO4225-CA-5P y FL04542-9M-6P-5M (pertenecientes a indica-FLAR).

El genotipo L3790CA surge del cruzamiento entre la linea L1919 de origen indica, y
el cultivar INIA Caraguatd, el cual pertenece al grupo japonica tropical. Los genotipos
L5850, L5879 y L5855 por su parte, son producto del cruzamiento Cuar6 x L1753,
donde el primero es producto del cruzamiento entre dos cultivares indica (IRGA 419 y
El Paso 144), y el segundo del cruzamiento de una linea indica (CT6584) con el cultivar
L435 (proveniente de Texas y del grupo japonica tropical). Por Gltimo, los genotipos
L4816 y L4820 forman parte de la progenie del cruzamiento Cuard x Chui, siendo este
altimo una linea indica desarrollada en EMBRAPA Pelotas, la cual tendria algin
antepasado japonica de grano corto (Pedro Blanco, Juan Rosas, com. pers). Por otro
lado, no pudo obtenerse informacién respecto a la genealogia de los genotipos
provenientes de indica-FLAR.

Entre los marcadores mayoritariamente asignados a japonica en el analisis de
frecuencias alélicas, 3 disminuyeron sus frecuencias a 0 en el grupo indica cuando los 9
individuos eran removidos del analisis. Dichos marcadores se encuentran dentro de
genes que codifican para proteinas involucradas en la respuesta a frio. Si
efectivamente estos alelos estan involucrados en la adaptacion al frio de japonica,
(tomando en cuenta que estos genotipos presentarian un antepasado japonica, por lo
menos en el caso de los genotipos indica-INIA), su presencia en genotipos indica
seleccionados en ambientes templados podria estar otorgando una ventaja selectiva
en la tolerancia a las bajas temperaturas. Dicha presencia podria atribuirse al producto
de la seleccion por bajas temperaturas por parte de los mejoradores del programa.
Una manera de poner a prueba el efecto de la seleccion seria realizar un genotipado
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de estas mismas lineas con marcadores no asociados a ninguna caracteristica, y
evaluar de qué modo estos genotipos son agrupados luego del anélisis de estructura.

Relacion entre presencia de microsatélites y tolerancia a nivel fenotipico

El principal objetivo del uso de la técnica de analisis discriminante fue el de
identificar la mejor combinacién de marcadores moleculares que puedan ser utilizados
para discriminar entre clases fenotipicas predefinidas. Los resultados indican que la
totalidad de los marcadores analizados tienen un alto poder discriminante cuando se
toma en cuenta la estructura poblacional, pero no al analizar el germoplasma
completo. Este resultado no se condice con estudios previos en arroz, donde la
estructura poblacional parecié tener muy poco impacto en la habilidad de asignar
correctamente atributos a clases fenotipicas predefinidas mediante andlisis
discriminante (Zhang et al., 2005).

Entre los 16 marcadores polimorficos analizados, 6 mostraron mayor poder
discriminante entre todos los grupos de entrenamiento analizados. Todos estos
marcadores salvo el RM10114 fueron compartidos entre dos o mas grupos, lo cual
estaria dandole seguridad del método. Por otro lado, cuando se realiz6 el mismo
analisis por validacion cruzada con los marcadores que resultaron méas informativos,
los porcentajes de clasificacion se vieron reducidos salvo en los grupos indica-INIA e
indica-FLAR, donde si bien dichos valores resultaron mas bajos, permanecieron
satisfactorios. Esto se deberia en parte a la baja cantidad de marcadores analizados.
Por lo tanto, si bien estos 6 marcadores tienen un alto poder discriminante, no serian
suficientes por si mismos para clasificar correctamente los datos fenotipicos.

La posibilidad de determinar asociaciones funcionales con alta probabilidad
dependeré del tipo de variable considerada. Cuando se trabaja con caracteristicas mas
simples, controladas por pocos genes, y con rutas metabdlicas ya caracterizadas, la
probabilidad de encontrar asociaciones funcionales con un alto porcentaje de
clasificacion, y con un numero mas reducido de marcadores es mas alta (Mcharo et al.,
2004). Por otro lado, como fue comprobado en los resultados, el nimero de clases
fenotipicas también influye sobre los resultados obtenidos ya que este analisis tiene un
mayor poder discriminante cuando se trabaja con dos clases o grupos fenotipicos
(Witten and Frank, 2005). Este hecho se vio reflejado cuando se disminuyeron las
clases fenotipicas a dos (tolerantes y susceptibles), los porcentajes de clasificacion
correcta aumentaron. En conclusion, podria inferirse que el maximo de clasificacion
correcta se obtiene utilizando todos los marcadores, aunque de todos modos se
mantiene una cierta constancia respecto a los marcadores con alto poder
discriminante en todos los grupos analizados.
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En este trabajo se lograron identificar 16 genes candidatos de respuesta a frio en
arroz en etapas tempranas del desarrollo portadores de microsatélites polimérficos en
su secuencia, de los cuales 7 mostraron una marcada distribucion diferencial entre
genotipos pertenecientes a las subespecies indica y japonica. Mediante analisis
discriminante se encontr6 que 6 de los 16 marcadores polimérficos eran capaces de
discriminar con un alto porcentaje de clasificaciébn entre clases fenotipicas
predefinidas. La asociacion putativa de este conjunto de marcadores seleccionados
mediante analisis discriminante, con una tolerancia a las bajas temperaturas puede ser
puesta a prueba con anélisis genéticos de estos mismos marcadores en poblaciones
segregantes derivadas de cruzamientos controlados.
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CAPITULO 2

Analisis de expresion

Introduccion

Los microsatélites o SSR (del inglés, Simple Sequence Repeats) son secuencias
cortas de ADN repetido en tandem. Constituyen uno de los tipos més variables de
secuencias en el genoma de los organismos vivos, y su polimorfismo radica en el
numero de repetidos en vez de su secuencia primaria (Ellegren, 2004). Los
microsatélites tienen una amplia distribucion en el genoma, lo cual hace posible
clasificarlos de acuerdo a su asociacion a secuencias transcriptas (exones, intrones y
regiones reguladoras), o a regiones no codificantes (regiones intergénicas). Este tipo
de clasificacion estaria relacionado con las fuerzas mutacionales y selectivas que
actuarian sobre ellos. Generalmente se asume que aquellos que se localizan en
regiones no transcriptas tienen un mecanismo de evolucion neutral. Este tipo de
microsatélite es el generalmente utilizado como marcador molecular, y por tanto su
frecuencia y distribucion estaria reflejando dicho proceso evolutivo. Por otro lado, en
las regiones transcriptas (exones, intrones y regiones reguladoras), la expansion de los
microsatélites estaria sometida a presiones selectivas, lo cual podria restringir sus
mecanismos de evolucién (Ellegren, 2004; Hancock and Simon, 2005; Jarne and
Lagoda, 1996; Li, 2004). Entre los microsatélites presentes en regiones transcriptas,
aquellos localizados en exones son los menos frecuentes, y dentro de estos, la mayoria
constituyen repetidos de tri-nucleétidos o multiplos de éstos. Esto se debe a que este
tipo de microsatélites son mejor tolerados dado que sus polimorfismos resultan en la
insercion o delecion de un aminoacido. Sin embargo, los repetidos de tipo mono- o di-
nucleotidos (los cuales son los mas frecuentes en el genoma) serian fuertemente
seleccionados en contra (Hancock and Simon, 2005).

Numerosos analisis sobre la composicion y variacién del nimero de repetidos de los
microsatélites en diferentes especies vegetales revelaron que la distribucion de este
tipo de secuencias no es al azar (Kashi and King, 2006; Li, 2004). Analisis comparativos
de secuencias genémicas y ESTs en vegetales mostraron que las frecuencias de
microsatélites eran mayores en regiones transcriptas del genoma (Morgante et al.,
2002). La presencia de microsatélites en regiones transcriptas y su composicién no
aleatoria sugieren que estos podrian tener un rol funcional en la expresion y/o
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regulacion génica (Li, 2004). De este modo, los polimorfismos en diferentes regiones
génicas podrian determinar cambios fenotipicos en un organismo. Esto ha sido
estudiado en procariotas, donde la presencia de microsatélites génicos variables esta
relacionada a la patogenicidad (Belkum et al., 1998). En eucariotas, el efecto fenotipico
de los microsatélites en zonas codificantes ha sido principalmente estudiado en
humanos, dada su implicancia en enfermedades como céancer y desérdenes
neuroldgicos (Cummings and Zoghbi, 2000; Gatchel and Zoghbi, 2005).

El posible efecto fenotipico de la expansion o contraccién de un microsatélite
génico depende de su posicion dentro del gen. Los microsatélites en los 3"UTRs
estarian involucrados en el silenciamiento génico o en el deslizamiento de la enzima
ARN polimerasa durante la transcripcién, mientras que los microsatélites localizados
en los 5'UTR, tendrian efectos en la transcripcion y/o regulacién de la expresion. Los
microsatélites localizados en intrones pueden tener efectos sobre la transcripcion,
regulacion, el silenciamiento génico y sobre el correcto corte y empalme del ARN
mensajero. Por ultimo, los microsatélites situados en regiones codificantes pueden
activar o inactivar genes o bien, dar lugar a proteinas truncas (revisado por Li et al.,
2004).

Las evidencias sobre la dependencia entre la expresion y otras funciones génicas, y
el nimero de copias de sus microsatélites asociados son cada vez mas frecuentes
(revisado por Li et al., 2004). Como se discutio en el primer capitulo de esta tesis, las
diferentes condiciones de estrés a las que puede estar sometido un organismo,
incluidas las bajas temperaturas, serian capaces de proporcionar una ventaja selectiva
de determinadas variantes en el nimero de repetidos de los microsatélites génicos.
Estas variaciones podrian afectar o bien la funcion, o la regulacion de la expresion de
dichos genes. Esto seria especialmente importante para el caso de los genes de
respuesta a frio, ya que la presencia de ciertas variantes alélicas podria otorgar
ventajas adaptativas (tolerancia) a aquellos organismos portadores. Por lo tanto, el
analisis de la relacion entre ciertas variantes alélicas con la expresion de los genes de
resistencia a frio seria de gran importancia para lograr un mejor conocimiento sobre
los mecanismos de tolerancia a estos tipos de estrés.

Cuantificacion de la expresion génica

Entre los métodos de cuantificacién de la expresion génica, el PCR en tiempo real
es el méas utilizado en la actualidad. En comparacion con otros métodos clasicos de
cuantificacion, como Northern-blot o RT-PCR, las principales ventajas del PCR en
Tiempo Real son su rapidez, su reproducibilidad, y su alta sensibilidad y especificidad
(Pfaffl, 2004).
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Dado que para muchas aplicaciones biolégicas no es necesario conocer la cantidad
absoluta de ARNm en una muestra, la cuantificacion relativa constituye la estrategia
mas utilizada. Esta aproximacion permite determinar la cantidad de ARNm de un gen
de interés en relacion a un gen cuya expresion permanece constante bajo las
condiciones de estudio (Livak and Schmittgen, 2001). La normalizacién la expresion del
gen de interés respecto a la expresion de un gen de referencia, permite compensar las
posibles diferencias de concentracién del cDNA del gen objetivo en muestras
individuales generadas por diferencias en la cantidad y calidad del material de partida,
o diferencias que pueden tener lugar durante el proceso de retrotranscripcion (Bustin,
2002; Ciko$ et al., 2007; Radoni¢ et al., 2004). Por este motivo, resulta de gran
importancia que la expresién del gen de referencia permanezca constante entre las
diferentes células del organismo y bajo diferentes condiciones experimentales, ya que
de otro modo puede conducir a resultados erréneos.

Entre los genes normalizadores mas utilizados en estudios de expresion se
encuentran el ARNr 18S y 28S, la ubiquitina, actina, b-tubulina, y la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Sin embargo, varios estudios han confirmado que la
expresion de estos genes puede variar entre diferentes tipos celulares y bajo
diferentes condiciones experimentales (Robinson et al., 2007; Ruan and Lai, 2007;
Schmittgen et al., 2000), lo cual los hace inadecuados para ciertos estudios de
expresion.

Los genes constitutivos pueden ser variables en cuanto a su expresion, estando
sujetos a cambios inducidos por las diferentes condiciones experimentales a las que
pueden estar sometidos. Por este motivo surge la necesidad de realizar estudios de
validacion de genes de referencia para diferentes organismos bajo condiciones
experimentales especificas (Brunner et al., 2004; Nicot, 2005; Robinson et al., 2007;
Ruan and Lai, 2007; Schmittgen et al., 2000). Un estudio previo sobre genes
constitutivos en arroz, encontr6 que el gen del ARNr 18S era el mas estable y
apropiado para ser utilizado como normalizador en estudios de expresién (Kim et al.,
2003). Una de las principales desventajas del uso de este gen como normalizador son
sus muy elevados niveles de expresion, y por ende, el requerimiento de usar muestras
de ADNc muy diluidas de modo que entren dentro del rango dinamico del PCR, sobre
todo cuando los genes de interés a cuantificar tienen niveles de expresion mucho mas
débiles. Ademas, su transcripcion es llevada a cabo por la ARN polimerasa I, haciendo
que su regulacion sea independiente de la regulacion de la transcripcién de ARN
mensajero, la cual es llevada a cabo por la ARN polimerasa Il. Esto lo haria inapropiado
para el estudio de expresion de la transcripcion de los genes de interés, ya que pueden
haber desbalances entre la expresion de ARNr y del ARNm entre diferentes muestras
(Bustin, 2002). En otro estudio méas reciente sobre la expresion de 10 genes
constitutivos en arroz, se encontro que los genes eEF-1a y UBQ5 mostraban los niveles
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maés estables de expresion entre diferentes tejidos, mientras que el gen de ARNr 18S
era el mas estable bajo diferentes tratamientos experimentales (Jain et al., 2006b).

En arroz se han realizado andlisis sobre la expresion de diversos genes
comunmente considerados “housekeeping” sobre diferentes cultivares, y bajo diversas
condiciones experimentales como radiacion UV (Kim et al., 2003), tratamiento con
hormonas, estrés hidrico y salino (Jain et al., 2006). Sin embargo, aun no hay
disponibles estudios publicados sobre validacion de genes de referencia para estrés
por frio en arroz.

En esta tesis se realizd una revision bibliogréfica con el fin de encontrar los genes
de referencia més utilizados en estudios sobre arroz y se seleccionaron aquellos
comunmente usados como referencia en trabajos previos (Cheng et al., 2007; Jain et
al., 2006b; Kim et al., 2003), bajo diferentes condiciones de estudio (Tabla 1). Los
genes seleccionados fueron actina, el gen del ARNr 18S, Ubiquitina 10 y el factor de
iniciacion eucariotico 4a. La expresion de estos 4 genes fue analizada con el objetivo de
seleccionar aquél cuya expresion fuera mas constante de acuerdo a las condiciones
experimentales impuestas en este trabajo.

Genes candidatos asociados a la respuesta a frio en arroz

En el primer capitulo se realiz6 un analisis de polimorfismos de microsatélites
localizados en genes de respuesta a bajas temperaturas en 131 lineas de arroz. En base
a esta informacion se realiz6 un estudio de clasificacion entre fenotipos y alelos
mediante analisis discriminante. Este andlisis dio como resultado que los marcadores
con mayor poder discriminante fueron aquellos localizados en los siguientes genes:
Hs70, ROS-bzipl, factor de transcripcion de tipo MYB, proteina inducida por auxina
(AIP), ferritina y factor de transcripcion de tipo ERF.

En este capitulo se realizard un estudio de cuantificacion relativa de la expresion de
genes de respuesta a bajas temperaturas en tres genotipos de arroz uruguayo, los
cuales difieren en cuanto a su grado de tolerancia al frio. Este analisis de cuantificacién
se realizara mediante PCR en Tiempo Real, la cual sera relativa a la expresion de un gen
constitutivo. Por otro lado se seleccionaron los genes de interés para este estudio de
acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo anterior. El principal criterio de
eleccion de los genes de interés fue la presencia de polimorfismo del microsatélite
génico entre los tres genotipos seleccionados. Se seleccionaron los 4 genes que
ademas de cumplir con este requisito presentaron un porcentaje alto de clasificacién
en el Andlisis Discriminante realizado en el Capitulo 1. Estos genes fueron Hs70, ROS-
bzipl, ferritina y AIP. El resto de los genes de estudio en este analisis (PP2Ca y AMPds)
fueron seleccionados segun el criterio principal, ademas de su relevancia en la
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respuesta a frio analizada en trabajos anteriores a pesar de no haber estado incluidos
entre los que mostraron mayor poder discriminante en el andlisis realizado en el
Capitulo 1. (Oh, 2005; Rabbani et al., 2003; Yun et al., 2010).

Objetivos

Objetivo especifico 1: Validar genes de referencia para estudios de expresion génica
bajo estrés por frio en tres diferentes genotipos de arroz.

Objetivo especifico 2: Analizar y correlacionar la expresién de los genes con
variabilidad alélica observada (genes candidatos) en tres variedades contrastantes de
arroz mediante PCR en tiempo real.

Hipotesis

Hipdtesis objetivo especifico 1: Los genes tradicionalmente utilizados como
normalizadores en estudios de expresién han mostrado expresarse diferencialmente
en diferentes tipos celulares y bajo diferentes condiciones experimentales. De todos
modos, podria esperarse que al menos uno de los genes seleccionados para la
validacion presente expresion constante entre los genotipos seleccionados para el
ensayo de expresion y bajo las condiciones experimentales impuestas.

Hipdtesis objetivo especifico 2: Existe una relacion entre los diferentes niveles de
expresion de los genes de tolerancia a frio, y las diferentes variantes alélicas presentes
en genotipos resistentes, susceptibles y de tolerancia intermedia.
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Materiales y métodos

Material Vegetal

Para los tratamientos de frio y posteriores ensayos de expresion génica se eligieron
tres genotipos de arroz uruguayo en virtud de su grado de tolerancia al frio. El Paso
144 es una variedad de la subespecie indica susceptible a las bajas temperaturas, y
constituye la variedad mas cultivada en el pais. Las variedades INIA Tacuari y L2825CA
pertenecen a la subespecie japonica, y presentan diferentes estrategias de tolerancia
al frio (Bonnecarreére et al., 2011). Las semillas correspondientes a estos tres genotipos
fueron obtenidas a partir del programa de mejoramiento genético de arroz de INIA
Treintay Tres.

Las semillas correspondientes a los tres genotipos fueron embebidas en agua
destilada estéril por 10 min, y luego esterilizadas superficialmente mediante
inversiones consecutivas en etanol 70% por 3 min e hipoclorito de sodio al 50 % 3
veces por 15 min cada vez. Las semillas fueron posteriormente enjuagadas 3 veces con
agua destilada estéril, y colocadas en placas de Petri sobre gasa embebida en agua e
incubadas a 30 °C por 4 dias para favorecer la germinacion.

Tratamientos de frio

Una vez germinadas las semillas, se hicieron crecer las plantulas en un sistema de
hidroponia optimizado para arroz, en medio de crecimiento Murashige & Skoog sin
sacarosa (Bonnecarrére et al., 2011). Las plantulas fueron asi cultivadas en cadmara de
crecimiento con un régimen de alternancia de periodos de luz de 16 hs y periodos de
oscuridad de 8 hs, y con 300 uE m? s™ de irradiacién en la superficie foliar, con una
temperatura de 28 °C por 13 dias. Luego se separaron las plantas control de cada
genotipo por triplicado, y el resto fue sometido a tratamiento de baja temperatura (10
°C, en camara de frio), por %, 1, 2, 4, 8,y 24 h. El material vegetal correspondiente a
cada genotipo y tratamiento fue colectado por triplicado y conservado a -80 °C.

Extracciones de ARN

Las extracciones de ARN total fueron realizadas usando el reactivo Trizol
(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones aportadas por el fabricante. Todas las
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muestras de ARN fueron resuspendidas en agua libre de RNAsas y cuantificadas
mediante NanoDrop ND8000 (Thermo Scientific). Fueron consideradas para el andlisis
aquellas muestras con una Agso/2so (indicador de contaminacion con proteinas) entre
1,9y 2,0y con una Azso/230 (indicador de contaminacién con reactivo) mayor a 1,8. A su
vez, laintegridad de dichas muestras fue verificada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%.

Las muestras utilizadas para el ensayo de validacion de genes de referencia fueron
ademés analizadas mediante Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA).
Esto permite la obtencion de medidas precisas de concentracion. Ademas este sistema
proporciona la medida de RIN (RNA Integrity Number), la cual es una herramienta que
le asigna un valor de integridad a una muestra basandose no sélo en la relacién entre
las bandas ribosomales, sino en toda la corrida electroforética. El valor de integridad
asignado es luego clasificado en una escala del 1 al 10, donde un valor de 1 significa
totalmente degradado y un valor de 10 significa que la muestra esta intacta (Imbeaud
et al., 2005; Schroeder et al., 2006). El objetivo de estas mediciones fue asegurar el
cargado de una misma cantidad de ARN de partida para las reacciones de
retrotranscripcion entre todas las muestras, lo cual es importante cuando se realizan
estudios de validacion de genes de referencia (Huggett et al., 2005).

Disefo de cebadores

Cebadores para genes constitutivos. Se realiz6 una revision bibliogréafica sobre
genes frecuentemente utilizados como referencia en estudios de cuantificacion,
mediante PCR en tiempo real en arroz, en condiciones de bajas temperaturas y otros
tipos de estrés abidtico. Dicha revision se realiz6 con el objetivo de identificar un
conjunto de genes que serian sometidos a validacién, con el objetivo de seleccionar
aquél cuya expresion sea mas estable bajo las condiciones de estudio impuestas en
este trabajo.

Cebadores en genes candidatos. Los cebadores utilizados para amplificar los genes
ROSbzip-1, AIP y Ferritina fueron obtenidos a partir de estudios transcriptémicos en
arroz sometido a bajas temperaturas (Cheng et al., 2007). Para la amplificacion del
resto de los genes se utilizaron cebadores disefiados a través del software Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). LoS pardmetros establecidos
fueron una temperatura de fusion de 60 °C, un porcentaje de GC cercano al 70%, y un
tamafio de amplicén de entre 80 y 200 pares de bases. Los cebadores fueron
preferentemente disefiados de modo que se expandan a lo largo de dos exones
consecutivos en el ARNm, para evitar de este modo la amplificacion de ADN gendmico.
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Sin embargo cuando esto Ultimo no era posible, los cebadores fueron disefiados de
modo que ambos flanquearan un intrén, para detectar asi posible contaminacion con
ADN gendmico debido a la diferencia de tamafio entre ambos productos de PCR (a
partir de gendémico y de cDNA), o eventualmente, dentro de un mismo exon (Tabla 2).

La secuencia de los cebadores asi seleccionados fue posteriormente analizada a
través de la aplicacion Oligo Analyzer 3.1, (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/
OligoAnalyzer/) en busca de posibles estructuras secundarias.

PCR en tiempo Real

Retrotranscripcion. El cDNA fue sintetizado a partir de 1 ug de ARN total en un
volumen final de 50 pL, mediante el kit QuantiTect Reverse Transcription kit (QIAGEN,
2009) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El protocolo incluye un paso de
remocion del ADN gendmico, y una mezcla de cebadores oligo-dT y de hexameros al
azar, lo cual garantiza la sintesis de cDNA a partir de cualquier secuencia de
transcripto, incluyendo desde las regiones 5".

PCR cuantitativo. Los ensayos de validacién y de cuantificacion fueron llevados a
cabo bajo las mismas condiciones. Se utilizd el kit Rotor-Gene SYBR Green PCR kit
(QIAGEN). Las mezclas de PCR contenian 2 plL de una dilucién 1:5 del cDNA obtenido a
partir de la retrotranscripcion, Rotor-Gene SYBR Green PCR Master Mix 2x y 0,3 uM de
cada cebador en un volumen final de 10 pL. Para cada cebador se realizé un control de
PCR sin cDNA. Los PCR fueron llevados a cabo en la plataforma Corbett Rotor Gene
6000 (QIAGEN Sample & Assay Technologies, Hilden Germany), y posteriormente
analizados mediante el software Rotor Gene 6000 Series v.1.7 (QIAGEN Sample &
Assay Technologies, Hilden Germany). Todos los PCR fueron llevados a cabo bajo las
siguientes condiciones: 5 min a 95 °C y 40 ciclos de 5sa 95 °Cy 10 s a 60 °C. La
especificidad de los amplicones fue confirmada por andlisis de curva de
desnaturalizacion (60-95 °C) y por electroforesis en geles de agarosa. Las curvas de
eficiencia para cada gen fueron realizadas para dos réplicas técnicas.

Las pruebas de validacion de genes constitutivos fueron llevadas a cabo para los
tres genotipos de arroz (El Paso 144, Tacuariy L2825CA) con 0 hs y 4 h de tratamiento
de frio con dos réplicas técnicas para cada muestra. Por otro lado, para los estudios de
expresion bajo condiciones de frio se analizaron los tres genotipos bajo todas las
condiciones experimentales (0, %2, 1, 2, 4, 8,y 24 h de frio) con tres réplicas bioldgicas
para cada muestra.
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Andlisis de resultados

Validacion de genes constitutivos. Se realizaron curvas de eficiencia de PCR para los
cuatro genes a partir de diluciones seriadas de cDNA (1000, 500, 250, 125y 62,5 ng).
Se promediaron los valores de Cr (cycle threshold) de cada réplica técnica para cada
dilucion y se graficaron. El Cr se define como el nimero de ciclos requeridos para que
la fluorescencia alcance un cierto nivel de umbral de deteccion escogido
arbitrariamente y es inversamente proporcional a la cantidad de ADNc blanco presente
en la reaccion (Pfaffl, 2004).

La eficiencia de reaccién se calcul6 de acuerdo a la siguiente férmula:

Eficiencia de PCR = (10U/Pendientel 1y y 100

El rango de valores aceptables de pendiente es entre -3,1y -3,6, lo cual equivale
a un rango de eficiencias entre 90 y 110% (Stratagene, 2007).

Se graficaron los valores de Cr en graficos de tipo boxplot mediante el macro de
Excel QI Macros version 2011.06 (KnowWare International Inc.), y se realizaron
analisis de varianza de los datos de Cr de muestras control y tratadas mediante el
programa Infostat version 2011 (Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina.
http://www.infostat.com.ar). La expresion de estos genes fue representada sin
normalizar, como 2", donde ACr €s Criempo x — Creiempo 0. ESte valor seria un
indicador del niUmero de veces que varia la expresién del gen luego del tratamiento
en relacién al control. Valores bajos de 2" significan mayor estabilidad de
expresion bajo ambas condiciones de estudio.

Cuantificacion de la expresion. Para generar el grafico del logaritmo del
aumento de fluorescencia (ARn) vs. el nimero de ciclo, se tomaron los datos entre
los ciclos 3 y 40. Todos los gréaficos de amplificacion fueron analizados con un valor
de umbral de 0,058. Este valor de umbral fue escogido por el programa como el mas
apropiado, mediante la herramienta Auto-Find Threshold. Los niveles de expresién
(valores de Cy) fueron exportados del software y analizados en planilla de célculo
(Microsoft Excel). Se graficaron las curvas de eficiencia para cada gen siguiendo el
mismo procedimiento que para la validacion. Para la cuantificacion se utilizé el
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método del 22T, el cual se aplica cuando la eficiencia de amplificacion del gen de
referencia y del gen blanco son similares y cercanas al 100% (Livak and Schmittgen,
2001). La expresion de cada gen fue normalizada respecto al gen de referencia
escogido en la validacion, restando el valor de Cr del gen de referencia al valor de Cr
del gen blanco.

Se realizaron analisis de variancia de un solo factor para los valores de C;
mediante el programa Infostat version 2011 (Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina. http://www.infostat.com.ar). Como test de comparacién de medias se
utilizo el test de Tukey.
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Resultados y discusion

I.  Validacion de genes de referencia

Extracciones de ARN y verificacion de la calidad

Las muestras cuantificadas con Bioanalyzer mostraron una calidad aceptable
(Figura 1), con un valor de RIN entre 5,6 y 6,6 (Tabla 1), el cual cae dentro del rango
aceptable para ensayos de cuantificacion por PCR en tiempo real (Fleige and Pfaffl,
2006).

MPM 144 Tacuari L2825 144 Tacuari L2825

C G © 4h 4h 4h
4000 —
2000 =
— — — S S E—
1000 =
— —
500 = ____ — [— —_—_——
— — —
200 —

25 =

Figura 1: Representacion de las muestras de ARN corridas en
Bioanalyzer. Las lineas verdes representan el frente de corrida.

Cuando se comparan los valores de concentracién obtenidos a partir de ambas
plataformas, se observa que los valores obtenidos a partir del Nanodrop son mayores
para todas las muestras (Tabla 1). Dado que uno de los criterios excluyentes de
evaluacion de las muestras era el de una Azeos2s0 Superior a 1,9, y una Aggosz0 SUPETIOr a
1,8, una posible contaminacion con proteinas o grupos fendlicos capaces de dicha
sobreestimacion debe ser descartada. De este modo, los valores elevados de
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concentracién medidos en Nanodrop pueden ser atribuidos a la presencia de ADN
gendmico en la muestra.

Tabla 1: Concentraciones de las muestras de ARN utilizadas para el ensayo de validacion, medidas en
Nanodrop y Bioanalyzer.

Concentracion (ng/ul)  Concentracion (ng/ul)

Muestra Nanodrop Bioanalyzer RIN?
El Paso 144 C 1460 789 6,1
Tacuari_C 1905 860 6,4
L2825CA_C 2148 922 6,6
El Paso 144 4h 2484 1602 6

Tacuari_4h 2531 533 5,6
L2825CA_4h 2157 550 59

a. RNAIntegrity Number

Validacion de genes constitutivos

Se puso a prueba la expresion de los cuatro genes (actina, ARNr18S, eEF-1la y
UBQ5) frecuentemente utilizados como genes de referencia en estudios de expresion
en arroz, bajo condiciones de bajas temperaturas (Tabla 2). La secuencia de los
cebadores para los genes de ubiquitina, ARNr18S y eEF-1a fue obtenida de un trabajo
anterior donde se analiza la expresién de genes frecuentemente utilizados como
normalizadores en arroz bajo diferentes condiciones experimentales (Jain et al.,
2006b). La secuencia del cebador de actina fue tomada del trabajo de Cheng et al.
(2007) donde se mide la expresion relativa de genes de respuesta a frio mediante PCR
en Tiempo Real.

Tabla 2: Genes constitutivos analizados en el ensayo de validacion, y cebadores utilizados para amplificarlos.

53



Gen  Accesion® Descripcion Secuencia de los cebadores” Localizacion Largo del Referencia
de los amplicon
cebadores’ (pb)

ACT AK058421 Actina 5 -CAAGGCCAATCGTGAGAAG-3’ M 487 Cheng et al. (2007)
5-AGCAATGCCAGGGAACATAGT-3"

ARNr 18S  AK059783 ARN ribosomal 18S 5-CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA-3" M 65 Jain et al. (2006b)
5-ACACTTCACCGGACCATTCAA-3

eEF-1a AK073620 Eukaryotic iniciation 5 -TTGTGCTGGATGAAGCTGATG-3" D 76 Jain et al. (2006b)

factor 4a

5 -GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGA-3

UBQ5 AK101547 Ubiquitina 5 5 -TGGTCAGTAATCAGCCAGTTTGG-3" M 81 Jain et al. (2006b)

5-GCACCACAAATACTTGACGAACAG-3

a. N°de accesion de la secuencia de ADNc completa.
b. Secuencia del Cebador Forward (arriba) y Reverse (abajo).
c. Localizacién de los cebadores en el mismo (M) o en diferentes (D) exones.

En primer lugar, se determin0 la eficiencia de amplificacién para cada uno de estos
genes con el objetivo de asegurar que sus niveles de expresion fueran comparables. Se
graficaron los promedios de los valores de Cr de dos réplicas técnicas, en funcién del
logaritmo de la concentracién de ADNc (Figura 2).

Los valores de eficiencia estuvieron entre 100 y 102%, lo cual permite la comparacion
directa de los valores de Cr de los 4 genes a analizar. Por otro lado, los valores de r?
fueron elevados, confirmando el ajuste lineal, y garantizando asi la sensibilidad del

ensayo.
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28,5 24 4
28 23 4
E=100% o E=102% 22 1
P=3,318 P=3272 21 -
R2=0,998 R2=0,993 20 4
w12 oa o8 05 s 02 0 2 15 1 s 0
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Figura 2: Curvas de eficiencia para los 4 genes del ensayo de validacién. Se grafica el C; en funcion del logaritmo de la
concentracion de ADNCc. Los valores de eficiencia (E) fueron calculados a partir de la pendiente del gréfico (P).
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Para analizar los diferentes niveles de expresion se compararon los valores de Cr
directamente (Figura 3). El gen de ARNr 18S muestra los valores de Cy méas bajos, lo
cual se corresponde con niveles mas elevados de transcripto inicial, dado que ambos
pardmetros son inversamente proporcionales. Los genes de actina y eEF-1a muestran
valores elevados y similares de Cr, correspondiéndose con bajos niveles de expresion,
mientras que el gen de UBQ5 posee los valores intermedios de Cr y por tanto de
expresion. Por su parte, eEF-1a y UBQ5 presentaron los menores rangos de expresion
(5,42 y 5,83 respectivamente), mientras que el gen de actina y el de ARNr 18S
presentaron rangos mas elevados (7,01 y 12,49 respectivamente). El rango de
expresion esta definido por los valores méximo y minimo de Cy, y es un indicador de la
estabilidad de expresion.

Cr

30,9125 ~

25,9125 - ].

20,9125 - ‘ F

|

15,9125 |
|

10,9125
I

59125 T T T

Ubiquitina5 eEF-la ARNr 18S Actina

Gen

Figura 3: Valores absolutos de C; para los 4 genes constitutivos analizados para todos los genotipos y tratamientos,
expresados como medianas (linea entre ambos colores), percentiles 25 y 75 (cajas de colores), rangos (lineas) y
valores outliers (cruces).

El analisis de varianza dio diferencias significativas entre 0 y 4 hs para el gen de
ARNr 18S a un 95% de significancia (Tabla 3). Dicho gen presenta también el mayor
valor de CV (23,84). El resto de los genes no mostraron diferencias significativas de
expresion entre los dos tratamientos ni genotipos, presentando eEF-1a el menor valor
de CV (5,99).
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Tabla 3: Resultados del anélisis de varianza
utilizado para analizar la estabilidad de la expresion
de cuatro genes constitutivos entre los tres
genotipos y tratamientos.

Gen F ValordeR  CV (%)
UBQ5 0,73 0,6157 8,25
eEF-1a 1,71 0,2062 5,99
Actina 0,5 0,7742 10,61
ARNTr 18S 3,92 0,0243 23,84

El gen que codifica para el eEF-1a, presentd el menor valor promedio y desvio de
2T, Por otro lado, el gen que codifica para el ARNr 18S fue el que presenté mayor
valor de 2" promedio y mayor desvio (Figura 4).

2-4CT

UBQ5 eEF-la ARNTr 18S Actina

Figura 4: Niveles de expresion sin normalizar de los 4 genes constitutivos bajo tratamiento de 4horas de frio,
expresados como 25T promedio y desvio estandar (barras).
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En un trabajo anterior sobre andlisis de expresion de genes de tolerancia a bajas
temperaturas en arroz mediante PCR en tiempo real, se utiliz6 el gen de Actina como
gen de referencia (Cheng et al., 2007). Varios ensayos de validacién de genes
constitutivos en arroz como en otras especies han establecido que este gen no es el
mas apropiado para este tipo de ensayo, dado que se ha probado que su expresion
puede ser influida por diferentes condiciones experimentales (Jain et al., 2006b; Kim et
al., 2003; Nicot, 2005; Ruan and Lai, 2007). En este estudio, el gen de Actina no
demostré ser el mas apropiado aunque sus niveles de expresion no resultaron ser los
maés variables entre los genes analizados (Figuras 3y 4).

Al igual que en trabajos anteriores, el gen que codifica para el ARNr 18S fue el que
present6 los mayores niveles de expresion en este estudio (Jain et al., 2006b; Kim et
al., 2003). Sin embargo, a diferencia de resultados previos (Goidin, 2001; Kim et al.,
2003) mostrd ser el mas variable (Fig. 3 y 4), presentando incluso diferencias
significativas de expresion entre muestras controles y tratadas, como revela el analisis
de varianza (Tabla 3).

Las ubiquitinas por su parte, han mostrado una gran estabilidad de expresion en
otros trabajos tanto en arroz (Jain et al., 2006b) como en dlamo (Brunner et al., 2004).
En este trabajo se analizd la expresién de un Unico gen de ubiquitina (UBQ 5), el cual
no mostro estabilidad en sus niveles de expresion entre muestras controles y tratadas.

De los cuatro genes de referencia analizados en este estudio solamente uno, el
Factor de Elongacion eucariético la (eEF-1a), fue el gen cuya expresion resultd ser mas
estable entre los tres genotipos diferentes de arroz, y bajo condiciones experimentales
especificas (4 horas, 10 °C). Esto concuerda con resultados previos en arroz, donde
este gen mostro gran estabilidad de expresion durante diferentes etapas del desarrollo
(Jain et al., 2006b). En base a esto se eligio al eEF-1a para seguir con el resto de los
estudios de expresion.
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Il.  Cuantificacion de la expresién génica

Tratamientos de frio y extracciones de ARN

Se realizaron extracciones de ARN para todos los genotipos sometidos a los 7
tratamientos (control, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 24 hs). En la Figura 5 se muestra un ejemplo
de una extraccion realizada con el reactivo Trizol. Aquellas muestras cuyos valores
de Axomso Y Azorzzo NO calan dentro de los rangos aceptables (ver Materiales y
Métodos) fueron nuevamente extraidas. En general la calidad de las muestras fue
buenay los valores de concentracion fueron elevados (562-2547 ng/uL).

L L

Figura 5: Ejemplo de extraccion de ARN a partlr de hOjaS de arroz.

Curvas de eficiencia

El nimero de ciclos requeridos para alcanzar un cierto nivel de fluorescencia no
depende solamente de la cantidad de ADNc en la muestra, sino también de la
eficiencia de reaccion. Cuando la cantidad de producto de PCR se duplica en cada ciclo,
la eficiencia de reaccion es de 100%. En este caso, los cebadores fueron disefiados para
amplificar fragmentos de 116-198 pb, con el objetivo de maximizar los valores de
eficiencia. La secuencia de los cebadores utilizados se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4: Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los 6 genes de interés mediante PCR
cuantitativo.

Largo del
Gen Accesion Descripcion Cebadores® amplicon
ROSbZIP-1 LOC_0s08g43090 Factor de transcripcion 5"-AGCTAAGAGATGCCCTGAATGAAG-3"* 168
5 -TCTGCGATGACTGTTGTTGCTGTAT-3"*
Proteina inducida por
AIP LOC_0s01g13030 auxina 5"-CAAGAACACGATGGCAACCAACCA-3"* 198
5-TTACCGGTGCTGAAGCCAATGAAC-3"*
Fer LOC_0s11g01530 Ferritina 5'-CCCCCAGGCCAAGGACCAGT-3"° 133
5'-ACGATCAAAGTAGGCGAAAAGGGAGTG-3"°
PP2Ca LOC_0s01g40094 Fosfatasa 2C 5'-GAAGTGGGAACAGGCGTTTG-3™ 146
5"-CAACGATGATGTGCGAGGAG-3™
Hs70 LOC_0s11g47760 Heat shock protein 70 5'-GAACCAGGTCGCCATGAACC-3° 116
5 -TCACCTTGAAGGGCCAGAGC-3"°
AMPds LOC_0s02932490 Proteina de unién a AMP 5"-GCCTGTCCAGATCAGTTGGT-3 * 116

5-CATTGCCCTCCCAATACATC-3"*

a. Secuencia del Cebador Forward (arriba) y Reverse (abajo). Posicion de los cebadores en el gen: (*) limite
entre dos exones, (D) diferentes exones, (M) mismo exon.

Las curvas de eficiencia fueron representadas como los valores promedio de Cr
entre las réplicas técnicas, en funcion del logaritmo de la concentracién de ADNc
(Figura 6A). Los valores de r® fueron superiores a 0,99, lo cual es un buen indicador de
la sensibilidad del ensayo (Stratagene, 2007). Los valores de eficiencia de reaccion
fueron calculados a partir de la pendiente del gréafico, cuyos valores se hallan entre
3,2588 y 3,3186, los que se corresponden a su vez a eficiencias de entre 100 y 102%.
Dada la semejanza de estos valores entre si, y con el gen de referencia escogido, el
eEF-1a (Figura 2), se procedio al analisis de expresion mediante el método del 22

Por otro lado, se realizaron analisis de curva de disociacién de dichas reacciones,
los cuales confirmaron la amplificacion de un unico producto de PCR (Figura 6B).
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para los 6 genes de interés, la eficiencia (E) calculada a partir de la pendiente del grafico (P). B) Curvas
de disociacién para los 6 genes calculadas a partir del programa RotorGene 6000.
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Cuantificacion de la expresion

En base los resultados previos, se realizé el analisis de expresion de los 6 genes de
interés utilizando el gen de eEF-1a como gen de referencia. Cada uno de los 6 genes
mostro ser expresado diferencialmente en algin genotipo y/o tratamiento.

Tabla 5: Genes seleccionados, nimero de accesion, y posicion
del microsatélite dentro del gen

Gen Accesion Localizacion
ROS_bzIP1 LOC_0s08g43090 3'UTR
Auxin induced protein LOC_0s01g13030 intrén
Ferritina LOC_0s11g01530 intrén
Heat-shock protein 70 LOC_0Os11g47760 intrén
AMP binding protein LOC_0s02932490 intrén
PP2Ca LOC_0s01g40094 intrén

ROS-bZIP1

ROS-bZIP1 es un factor de transcripcion perteneciente a la familia bZIP cuyos
miembros cumplen roles importantes en la respuesta a ABA y en la regulacion de la
respuesta frente al estrés oxidativo y patégenos (Lu et al., 2009). Este gen ha sido
identificado por primera vez mediante estudios transcriptomicos realizados sobre
microarreglos de arroz enriquecidos con genes candidatos de respuesta a frio (Cheng
et al., 2007; Yun et al., 2010). Estos trabajos revelaron que este gen es inducido
tempranamente por bajas temperaturas y por H,O,, y que presenta un perfil de
expresion diferencial entre genotipos tolerantes y susceptibles de arroz (Cheng et al.,
2007).

61



=
e}
>

B El Paso 144 (296)

P~
(o]
-

" ' @ Tecuart (300)

T
~
]

[ 12825CA (300)

o oo TR
N o ©® N
Il Il Il 'l 'l

Expresion relativa

o
N
2

o
'

Ohs 0,5hs lhs 2hs 4hs 8hs 24hs
Tratamiento

Figura 7: Perfil de expresion temporal del gen ROS-bZIP1 en tres genotipos de arroz uruguayo obtenido por
PCR en Tiempo Real. En paréntesis se detalla el tamafio alélico del marcador génico para cada genotipo. Se
destacan los valores significativos segun test de comparacion de Tukey (estrellas). Los niveles de transcripto
fueron normalizados contra un gen de referencia eEF-1a. Los valores de expresion relativa son el resultado
del promedio de AC; de réplicas bioldgicas.

En este caso, los niveles generales de expresion de este gen no fueron elevados, lo
cual es esperable al tratarse de un factor de transcripcion (Figura 7). Ambos genotipos
tolerantes, L2825CA e INIA Tacuari, fueron los Unicos que presentaron diferencias
significativas de expresion respecto a los controles. En el caso de L2825CA, se observa
un pico de expresion a la media hora de tratamiento, y luego otro de inferior magnitud
a las 2 horas de frio. Por su parte, INIA Tacuari también revel6 un pico de induccién a
las 2 horas de tratamiento, pero de menor magnitud que el presentado por L2825CA
(Figura 7). Estos resultados no concuerdan con lo publicado por Cheng et al. (2007),
quienes encontraron que en la linea resistente a frio CT748-8-CA-17 los niveles de
expresion de este gen permanecian significativamente superiores a los basales durante
las 24 horas de exposicion a 10 °C.

Sin embargo, Cheng et al (2007) plantean que este gen es inducido por H,O,. Por su
parte, estudios de produccion de H,O, por INIA Tacuari, L2825CA y El Paso 144
muestran que la aparicion del mismo coincide con un aumento en los niveles de
expresion de este factor de transcripcion, pudiendo tener una relacién causal
(Bonnecarrére et al. 2011 y Bonnecarrére com. pers.). El genotipo El Paso 144 no
presentd produccion de H,0, ni tampoco induccion de la expresion del gen ROS-bzipl,
mientras que en los genotipos tolerantes existid un aumento tanto en la induccion de
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H.O, como en la expresion del gen (Bonnecarrere et al. 2011 y com. pers.
Bonnecarrére, 2011).

El transcripto de este gen presenta un microsatélite de tipo di-nucleétido en su
region 3'UTR (Tabla 5). Los repetidos en esta region podrian afectar la expresion del
gen que la porta provocando un deslizamiento de la ARN polimerasa dando lugar asi a
la transcripcion de un ARNm mas largo que lo esperado, como ya fue estudiado en
levaduras (Fabre et al., 2002). En humanos, se ha visto que estos transcriptos mas
largos tienden a acumularse formando focos en el nicleo, interrumpiendo de este
modo procesos celulares como el corte y empalme, como en el caso de la distrofia
muscular (Mankodi et al., 2002). En este caso, ambos genotipos tolerantes, INIA
Tacuari y L2825CA comparten el mismo alelo de microsatélite, y como se menciono
previamente, ambos muestran niveles significativos de expresién de ROS-bzipl aunque
INIA Tacuari lo hace en menor magnitud (Figura 7). Por tanto, no es viable establecer
una posible influencia entre el tamafio de microsatélite y una posible inhibicion de la
expresion génica.

Ferritina

Las ferritinas vegetales se localizan en cloroplastos y mitocondrias, y se organizan
en familias génicas pequefias cuyos miembros son regulados diferencialmente (Stein et
al., 2009). Las ferritinas intervienen en varios procesos fisioldgicos durante el
desarrollo de la planta, gracias a su capacidad de secuestrar y almacenar hierro, el cual
es Util para la sintesis de otras proteinas (Briat et al., 1999). Su expresion también es
inducida bajo condiciones de estrés oxidativo, debido a su capacidad de atenuar la
reaccion de Fenton, secuestrando los iones de hierro e impidiendo asi la formacion de
especies reactivas del oxigeno (Hegedds et al., 2002).

Los niveles de expresion globales de ferritina fueron mucho més elevados, lo cual
concuerda con los resultados presentados por Cheng et al. (2007). Nuevamente,
L2825CA e INIA Tacuari presentaron los niveles més elevados de expresion,
presentando diferencias significativamente superiores a los niveles basales a las 4y 8
horas de tratamiento a 10 °C en el caso de INIA Tacuari, y a las 8 horas en el caso de
L2825CA. En ambos casos esta induccion decae a las 24 horas (Figura 8).
Temporalmente se observa una induccion de la expresion de este gen posterior a la
induccion del gen de ROS-bZIP1, lo cual coincide con el supuesto de que el producto de
este gen actlia como activador de la expresion de un regulén de genes de respuesta a
frio, del cual la ferritina forma parte (Cheng et al., 2007).

Este gen presenta un microsatélite localizado en un intron (Tabla 5). Los
microsatélites localizados en estas regiones pueden afectar el proceso de corte y
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empalme dando lugar a nuevas variantes proteicas, las cuales pueden o no ser
funcionales (Li, 2004). En este caso, INIA Tacuari y El Paso 144 comparten un mismo
alelo largo, sin embargo ambos muestran perfiles de expresion muy disimiles (Figura
8), no pudiéndose establecer una relacion directa entre nimero de repetidos y
expresion.
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Figura 8: Perfil de expresién temporal del gen de ferritina para tres genotipos de arroz uruguayo obtenido por PCR en
Tiempo Real. En paréntesis se detalla el tamafio alélico del marcador génico para cada genotipo. Se destacan los valores
significativos segun test de comparacion de Tukey (estrellas). Los niveles de transcripto fueron normalizados contra un
gen de referencia eEF-1a. Los valores de expresion relativa son el resultado del promedio de AC; de réplicas bioldgicas.

AIP

La proteina inducida por auxina (AIP) pertenece a la familia de genes de respuesta a
auxina Aux/IAA (Jain et al., 2006a). Estudios transcriptomicos han revelado que varios
de los componentes de esta familia son inducidos por bajas temperaturas entre otros
tipos de estreses abioticos (Cheng et al., 2007; Jain and Khurana, 2009).

Los niveles generales de expresion de este gen fueron menores que los
presentados por el gen de la ferritina (Figura 9). Los genotipos INIA Tacuari 'y L2825CA
fueron quienes presentaron los mayores niveles de induccion mostrando un aumento
significativo a las 4 horas, lo cual no concuerda con trabajos previos donde la induccién
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de este gen tiene lugar a la media hora luego del tratamiento con bajas temperaturas
en genotipos tolerantes (Cheng et al., 2007).

Ambos genotipos tolerantes mostraron niveles significativos de expresion ademas
de compartir el mismo alelo de microsatélite (Figura 9). Este microsatélite es un tri-
nucledtido y se encuentra en un intron (Tabla 5) al igual que en el caso del gen de
ferritina. En este caso, al igual que con ROS-bZIP1, nuevamente se cumple que ambos
genotipos que presentan un aumento en la expresion del gen comparten un mismo
alelo de microsatélite.
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Figura 9: Perfil de expresion temporal del gen de la proteina inducida por auxina (AIP) para tres genotipos de
arroz uruguayo obtenidos por PCR en Tiempo Real. En paréntesis se detalla el tamafio alélico del marcador
génico para cada genotipo. Se destacan los valores significativos segin test de comparacion de Tukey
(estrellas). Los niveles de transcripto fueron normalizados contra un gen de referencia eEF-1a. Los valores de
expresion relativa son el resultado del promedio de AC; de réplicas bioldgicas.

PP2Ca

La fosfatasa de proteina 2Ca (PP2Ca) pertenece a la familia de las fosfatasas de
proteinas 2C que actlan revirtiendo la accién de las quinasas modulando asi la
regulacion por fosforilacion de las proteinas, que ocurren en la transduccion de sefiales
desencadenada por los estreses ambientales (Xue et al., 2008). La induccién de la
expresion de este gen por bajas temperaturas fue previamente estudiada en plantas
transgénicas capaces de expresar constitutivamente los genes CBF3 y ABF3 de
Arabidopsis (Oh, 2005), y también por estudios transcriptémicos (Rabbani et al., 2003).
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A diferencia del resto de los genes analizados, PP2Ca no mostré diferencias
significativas de expresion en los genotipos tolerantes, sino que por el contrario, el
Unico genotipo que mostrd inducir su expresion fue El Paso 144 a las 4 horas de
tratamiento (Figura 10). Este gen posee un microsatélite localizado en un intron (Tabla
5), del cual Tacuariy L2825CA comparten el mismo alelo. Nuevamente, se cumple que
los genotipos que comparten el mismo alelo, comparten el mismo perfil de expresion
del gen en cuestion.
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Figura 10: Perfil de expresion temporal del gen fosfatasa de proteina 2Ca (PP2Ca) para tres genotipos de arroz
uruguayo obtenido por PCR en Tiempo Real. En paréntesis se detalla el tamafio alélico del marcador génico para
cada genotipo. Se destacan los valores significativos segln test de comparacion de Tukey (estrellas). Los niveles
de transcripto fueron normalizados contra un gen de referencia eEF-1a. Los valores de expresion relativa son el
resultado del promedio de AC; de réplicas bioldgicas.

AMPds

AMPds es una Acetil CoA sintetasa (ACS), las cuales se ha probado tienen el rol de
sintetizar y modificar lipidos (Shockey et al., 2000). Recientemente se ha probado que
estas enzimas participan en procesos de defensa a estrés biotico (Turner et al., 2005;
Zhang et al., 2009), pero hasta ahora no existen datos sobre su posible implicancia en
procesos de respuesta a estrés abiotico. Este gen fue elegido no por revisiones
bibliogréaficas sino a través de bdsquedas bioinforméticas sobre bancos de ESTs de
respuesta a frio en arroz.
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En este caso, se observa un incremento tardio en la expresion, presentando El Paso
144 y L2825CA niveles significativos de expresién a las 24 horas de tratamiento (Figura
11). Ambos genotipos comparten el mismo alelo del microsatélite, el cual se encuentra
localizado en un intrén de dicho gen (Tabla 5).
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Figura 11: Perfil de expresion temporal del gen de unién a AMP (AMPds) para tres genotipos de arroz uruguayo
obtenido por PCR en Tiempo Real. En paréntesis se detalla el tamafio alélico del marcador génico para cada
genotipo. Se destacan los valores significativos segun test de comparacion de Tukey (estrellas). Los niveles de
transcripto fueron normalizados contra un gen de referencia eEF-1a. Los valores de expresién relativa son el
resultado del promedio de AC; de réplicas bioldgicas.

Hs70

Este gen codifica para un tipo de chaperona, la cual se activa bajo condiciones de
estrés, encargandose de prevenir el agregado entre proteinas y asistiendo el correcto
plegamiento de las proteinas mal plegadas (Bukau and Horwich, 1998). Varios estudios
han revelado que este tipo de proteinas son expresadas bajo condiciones de estrés
abiotico incluyendo bajas temperaturas (Wang et al., 2003; Wang et al., 2004).

Los niveles de expresion significativamente elevados se presentan en los tres
genotipos pero a diferentes horas de tratamiento (Figura 12). Mientras que El Paso 144
presenta un pico de expresion a las 4 horas, el cual luego disminuye, Tacuari y
L2825CA, lo hacen mas tardiamente, a las 24 horas. Los tres genotipos presentan
diferentes alelos (Tabla 5).
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Figura 12: Perfil de expresién temporal del gen Hs70 para tres genotipos de arroz uruguayo obtenido por PCR en
Tiempo Real. En paréntesis se detalla el tamafio alélico del marcador génico para cada genotipo. Se destacan los
valores significativos segin test de comparacién de Tukey (estrellas). Los niveles de transcripto fueron
normalizados contra un gen de referencia eEF-1a. Los valores de expresion relativa son el resultado del promedio
de AC; de réplicas bioldgicas.

Hasta la fecha, pocos estudios han analizado la expresion de genes que contengan
microsatélites en su secuencia en vegetales. En un estudio en pimienta, se ha
relacionado la presencia de microsatélites en varios genes con perfiles diferenciales de
expresion entre diferentes tejidos y etapas del desarrollo (Ince et al., 2010). En arroz, si
bien existen estudios sobre asociacién de alelos de microsatélites génicos con ciertas
caracteristicas fenotipicas, como es el caso del gen waxy (Ayres et al., 1997; Bao et al.,
2002), aun no se han realizado andlisis vinculando la presencia de un microsatélite
génico con la expresién del gen en cuestion.

En este trabajo se realiz6 un andlisis de expresién por PCR en tiempo real sobre 6
genes de tolerancia a frio en arroz, los cuales contienen microsatélites polimorficos en
su secuencia. Este analisis de expresion se realizd sobre tres genotipos de arroz, los
cuales muestran una respuesta diferencial a las bajas temperaturas. El cultivar El Paso
144 constituye la variedad maés cultivada en Uruguay y pertenece al ecotipo indica, y
por tanto susceptible a las bajas temperaturas. El cultivar INIA Tacuari y el genotipo
L2825CA pertenecen al ecotipo japonica, y ambos si bien han demostrado tolerancia a
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las bajas temperaturas, sus mecanismos de respuesta involucran diferentes
estrategias. Mientras que INIA Tacuari presenta un mecanismo de disipacién de
energia a traves del ciclo de las xantofilas, L2825CA posee niveles basales de actividad
enzimatica antioxidante elevados (Bonnecarrére et al., 2011). En este trabajo, ambos
genotipos tolerantes mostraron patrones similares de induccién de la expresion para
los cuatro genes seleccionados (Hs70, ROS-bzipl, ferritina y AIP) a partir de los
resultados obtenidos en el Capitulo 1 con el andlisis discriminante. Igualmente, estos
resultados no son suficientes para afirmar una asociacion entre el nivel de expresion
de estos genes y la tolerancia a frio.

Todos los genes mostraron variaciones significativas en los niveles de expresion
para alguno de los 3 genotipos en el transcurso del tratamiento a 10 °C (Figuras 7-12).
Concordando con resultados previos, ROS-bzipl, ferritina y AIP mostraron niveles
elevados de expresion en alguno de ambos genotipos tolerantes (Cheng et al., 2007).
Entre los 6 genes analizados en este estudio, se cumple que para 4 (ROS-bzipl, AlP,
PP2Ca y AMPds) existe una coincidencia entre el perfil de expresion y el tamafio alélico
compartido entre genotipos. Sin embargo, en algunos de estos casos o bien los niveles
de expresion entre los genotipos sobreexpresantes no son similares entre si, o bien no
existe una coincidencia en los tiempos de induccion. Dado que los genes analizados no
fueron secuenciados para ninguno de los genotipos, no es posible determinar que la
Unica diferencia en la secuencia de estos genes entre genotipos esta determinada por
el SSR, o si existen otros tipos de mutaciones (por ejemplo en secuencias reguladoras),
capaces de ser responsables de las diferencias de expresion.

En este capitulo se analiz6 la expresiébn de 4 genes constitutivos utilizados
previamente como referencia para analisis de expresion en tiempo real en arroz,
frente a condiciones experimentales especificas. De estos 4 genes pudo validarse uno,
el eEF-1a, cuya expresion permanecié constante entre los tres genotipos analizados
durante las diferentes condiciones experimentales impuestas. Por otro lado, se realizd
un estudio exploratorio con el objetivo de buscar una relacion entre la expresiéon de 6
genes identificados previamente mediante revisiones bibliogréficas y estudios de
asociacion por analisis discriminante, como vinculados a la tolerancia a bajas
temperaturas en arroz durante etapas tempranas del desarrollo los cuales a su vez
contenian secuencias de microsatélites asociadas. Los niveles de expresiéon de estos
genes fueron analizados entre tres genotipos de arroz uruguayo contrastantes en
cuanto a su respuesta a las bajas temperaturas portadores de alelos diferentes de
dichos microsatélites génicos. Para 4 de los 6 genes analizados se encontr6 una
congruencia entre el alelo identificado y su nivel de expresion en distintos genotipos,
lo cual constituye una primera aproximacion directa al estudio sobre el efecto de la
variacion de los microsatélites génicos en la expresion. La secuenciacion completa de
los alelos analizados, asi como la realizacion de estos mismos andlisis con un mayor
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nimero de genes permitird investigar el efecto de los microsatélites génicos sobre la
expresion.
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Conclusiones finales

Las bajas temperaturas constituyen uno de los mayores problemas en el cultivo de
arroz en Uruguay. Por este motivo, es importante el mejoramiento del germoplasma
local, especialmente mediante el desarrollo de nuevas variedades resistentes.

La caracterizacion de la diversidad genética entre lineas de mejoramiento es crucial
para el correcto aprovechamiento de los recursos genéticos en un programa de
mejoramiento. En este sentido, los marcadores moleculares son de gran utilidad.
Debido a su completo ligamiento a los genes de interés, el uso de microsatélites
génicos en la caracterizacién de la diversidad y construccién de mapas genéticos,
constituye una gran ventaja.

Por otro lado, la presencia de microsatélites en regiones transcriptas sugiere un
posible rol ya sea en la regulacion de la expresion génica, o en la funcién de dicho gen.
El efecto de los microsatélites ha sido bastamente estudiado en humanos debido a su
relacion con enfermedades (Cummings and Zoghbi, 2000; Gatchel and Zoghbi, 2005).
Sin embargo en vegetales, salvo unos pocos ejemplos (Ayres et al., 1997; Ince et al.,
2010) dicho efecto ha sido poco estudiado, y esos pocos trabajos se han centralizado
en caracteres simples, controlados por uno 0 pocos genes.

En la primer parte de este trabajo se intentd identificar marcadores funcionales
(SSR génicos) asociados a respuesta a bajas temperaturas en plantulas de arroz. Se
identificaron 36 marcadores de los cuales 16 resultaron polimorficos en 131 lineas de
arroz indica y japonica. Esto udltimo revela que la estrategia de bulsqueda de
microsatélites génicos utilizada en el primer capitulo fue efectiva. La mayoria de estos
mostraron una clara distribucién diferencial de las frecuencias alélicas entre genotipos
indica y japonica. Los estudios de clasificacion mediante andlisis discriminante
resultaron en un alto porcentaje de clasificacion entre clases fenotipicas cuando se
consideraba la totalidad de los marcadores. Sin embargo, cuando este analisis se
realizaba utilizando aquellos marcadores con un mayor poder discriminante, los
porcentajes de clasificacion resultaban considerablemente menores. Esto puede ser
explicado en parte por la baja cantidad de marcadores polimorficos utilizados
(solamente 16).

En el Capitulo 2 se realizé el analisis de expresion para 6 de los 16 genes cuyos SSR
asociados resultaron polimorficos. Cuatro de estos genes mostraron alto poder
discriminante en el primer capitulo (ROS-bzipl, AIP, Hs70 y ferritina), y perfiles
similares de expresion en ambos genotipos resistentes. Esto ultimo valida de cierta
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forma los resultados obtenidos para estos marcadores a partir del analisis
discriminante.

Para 4 de los 6 genes analizados mediante PCR en tiempo real analizados en la
segunda parte de este trabajo (ROS-bzipl, AIP, PP2Ca y AMPds), se encontrd una
congruencia entre el perfil de expresion y el alelo compartido entre genotipos. De
todos modos, no es posible atn afirmar una relacion causal entre presencia de alelo y
nivel de expresion. Esto se debe principalmente a que si bien se encontré que los
genotipos presentaban el mismo alelo, los genes analizados no fueron completamente
secuenciados en esta etapa, por lo que no se puede afirmar que la Unica diferencia de
secuencia entre genotipos esté constituida por el tamafio del microsatélite. Por otro
lado, estos analisis fueron realizados entre genotipos diferentes, y por tanto, otros
factores genéticos podrian estar afectando la expresion.

Una prueba directa del efecto de la variacion del nUmero de repetidos sobre la
expresion génica seria la comparacion entre genotipos idénticos que varien
Unicamente en el nimero de repetidos del microsatélite génico a estudiar. Un posible
modelo seria la utilizacion de lineas recombinantes isogénicas. Otro mecanismo
posible seria la generaciéon de nuevos mutantes a través de métodos transgénicos. Sin
embargo, ambos métodos tienen la desventaja de requerir una gran inversion de
tiempo y recursos econémicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitiran direccionar futuros abordajes
donde mediante analisis de polimorfismos de un mayor nidmero de marcadores y la
aplicacion de técnicas de asociacién mas robustas, como es el mapeo asociativo, en un
mayor nimero de genotipos, puedan identificarse un mayor niumero de marcadores
asociados a frio en arroz. Por otro lado, el hecho de que 5 de los 6 genes analizados
mostraran patrones similares de expresion entre genotipos tolerantes a frio, los
convierte en un conjunto de genes candidatos interesante para futuros estudios de
asociacion.
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