UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO

Andlisis de expresién diferencial e identificacion de genes asociados a la biosintesis de
saponinas triterpénicas en 6 ecotipos de Quinoa (Chenopodium quinoa W.) mediante la
técnica cDNA-AFLP (one gene- one tag)

Jjodqoo

JENNIFER LILIANA FIALLOS JURADO

Maria de Lourdes Torres, PhD, Directora de Tesis

USFQ-BIBLIOTECA

Proyecto presentado como requisito para la obtencion del titulo de B.S. en Biotecnologia

Quito,

Enero de 2013




UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales

HOJA DE APROBACION DE TESIS

Anélisis de expresion diferencial e identificacion de genes asociados a la biosintesis de
saponinas triterpénicas en 6 ecotipos de Quinoa (Chenopodium quinoa W.) mediante la
técnica cDNA-AFLP

Jennifer Liliana Fiallos Jurado

Maria de Lourdes Torres, Ph.D.

Directora y Miembro del Comité Megce dedoredio \ones,
A

Venancio Arahana, Ph.D.

Miembro del Comité

—=

Antonio Ledn, Ph.D.

Miembro del Comité

Stella de la Torre, Ph.D.
Decana del Colegio de Ciencias m

Biologicas y Ambientales

Quito, Enero del 2013




© DERECHOS DE AUTOR

Por medio del presente documento certifico que he leido la Politica de Propiedad
Intelectual de la Universidad San Francisco de Quito y estoy de acuerdo con su contenido,
por lo que los derechos de propiedad intelectual del presente trabajo de investigacion

quedan sujetos a lo dispuesto en la Politica.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacion y publicacién de este
trabajo de investigacién en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en el Art.

144 de la Ley Orgéanica de Educacién Superior.

Firma:

Nombre: Jennifer Liliana Fiallos Jurado
C. Iz 1712709235

Fecha: Quito, Enero de 2013




DEDICATORIA

Dedico este trabajo al Ing. Patricio
Andrade Marin por su ejemplo,
confianza y apoyo incondicional a lo
largo de mi carrera universitaria.




AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios y a mi familia por el amor y la confianza que han depositado en mi. De
manera especial, agradezco a mi hermana por su ayuda, paciencia y palabras de dnimo a lo
Jargo de mi vida universitaria.

En segundo lugar, pero no menos importante, agradezco a Maria de Lourdes Torres por sus
consejos, ensefianzas y por permitirme ser parte del grupo de investigadores del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Expreso también mi gratitud a Venancio Arahana,
Antonio Leén y Jacob Pollier por su guia y su valiosa ayuda que me permitié culminar con
éxito este proyecto.

Finalmente, quiero agradecer todos mis amigos tesistas y voluntarios del Laboratorio de
Biotecnologia Agricola y del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal que estuvieron prestos
a ayudarme en todo momento durante la realizacion de este trabajo, en especial a: Pao
Gonzélez, Caro Gonzalez, Sofia Moya, Cris Salgado, Vivi Jaramillo, Bernardo Gutiérrez,
Juan José Guadalupe y Vero Yumiceba.




vi

Resumen

La quinoa es un cultivo originario de la regién andina, altamente apreciado por su
valor agronémico y nutricional. La quinoa es una importante fuente de saponinas: un grupo
de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal a los cuales se les
atribuye una amplia gama de actividades biolégicas, lo que las ha convertido en
compuestos importantes desde el punto de vista comercial gracias a sus potenciales
aplicaciones en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética.

El presente estudio tuvo como objetivo realizar un anélisis de expresion genética
diferencial en seis ecotipos de quinoa mediante la técnica de cDNA-AFLP (one gene — one
tag) para identificar genes asociados a la biosintesis de saponinas triterpénicas cuya
expresion es elicitada por el metiljasmonato (MeJA). En total, diez combinaciones de
primers fueron empleadas en las reacciones de amplificacion selectiva, cuyos productos
fueron visualizados y analizados en geles de acrilamida tefiidos con nitrato de plata. Ciento
ochenta bandas mostraron expresion diferencial entre plantas control y plantas tratadas con
metiljasmonato: ciento cuarenta y tres mostraron sobreexpresion y treinta y siete mostraron
subexpresion a causa del tratamiento con metiljasmonato (MeJA). Veinticinco bandas que
mostraron sobreexpresion fueron secuenciadas, lo cual permitié identificar veinte genes
asociados principalmente a procesos metabolicos, transduccion de sefiales, regulacion de la
transcripcion y mecanismos de defensa y respuesta a estrés en plantas. Finalmente, se pudo
identificar genes potencialmente asociados a la sintesis de saponinas triterpénicas,
principalmente enzimas implicadas en las reacciones tardias de la ruta metabolica, tal es el
caso de las enzimas monooxigenasas del citocromo P450 (CYP), aciltransferasas (AT) y
metiltransferasas (MT).

El aislamiento y clonacién de los genes descubiertos en este estudio, asi como la
aplicacion de técnicas de ingenierfa genética, permitirdn a largo plazo garantizar la
produccién sustentable de saponinas triterpénicas naturales y obtener saponinas novedosas
mediante procesos de biosintesis combinatoria.




vii

Abstract

Quinoa is an Andean crop highly appreciated because of its agronomic benefits and
nutritional value. Quinoa is an important source of saponins: a class of secondary
metabolites widely spread in the plant kingdom, that display a wide range of biological
activities; for that reason saponins have become commercially important compounds with
multiple applications in pharmaceutical, food and cosmetics industries.

Thus, the aim of this study was to carry out a differential gene expression analysis
in six ecotypes of quinoa by performing a cDNA-AFLP (one gene — one tag) procedure to
identify methyl jasmonate (MeJA) — responsive genes involved in triterpene saponins
biosynthesis. In total, ten different primer combinations were used for selective
amplification reactions. PCR products were visualized and analyzed in silver-stained
acrylamide gels. One hundred and eighty differentially expressed bands between control
and MeJA-treated plants were identified, including one hundred and forty three MeJA up-
regulated and thirty seven MeJA down-regulated bands. Sequencing of twenty five up-
regulated fragments allowed the identification of twenty genes implicated in metabolic
processes, signal transduction, defense, and stress response mechanisms in plants. Finally,
it was possible to identify genes encoding candidate triterpene saponins enzymes, for
instance: P450-monooxygenases (CYP), acyltransferases (AT) and methyltransferases
(MT).

Isolation and cloning of the genes discovered in this study and the performance of
genetic engineering techniques will have a long term impact by ensuring sustainable
production of natural triterpene saponins and allowing the creation of novel saponins
through processes of combinatorial biosynthesis.
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1. Introduccién

1.1. Quinoa (Chenopodium quinoa W.)

Chenopodium quinoa Willd. fue descrita por primera vez por Willdenow en 1778,
como una especie nativa de Sudamérica (FAO, 2011). La quinoa es una especie
alotetraploide perteneciente a la division Magonoliophyta, clase Magnoliopsida, orden
Caryophyllales, familia Chenopodiaceae, género Chenopodium, seccion Chenopodia y
subseccion Cellulata (Cronquist, 1995; Wilson, 1980; Stevens, et al, 2006). El género
Chenopodium estd ampliamente distribuido en el mundo y es el principal dentro de la

familia Chenopodiaceae con aproximadamente 250 especies (FAO, 2011).

Se trata de una planta dicotiledonea y herbacea anual que puede llegar a medir de
0,2 a 3 metros de altura y su inflorescencia puede presentar colores diversos desde verde a
morado. El tallo suele ser ramificado y sus hojas pueden presentar coloracién amarilla,
verde o violeta segtin la variedad. Asimismo, las hojas pueden presentar diferentes formas
en una misma planta; las basales suelen ser grandes y romboidales; mientras que las
superiores son lanceoladas. Ambos tipos de hojas poseen unos granulos con apariencia de
arena en su superficie. Estos granulos estan formados por células ricas en oxalato de calcio
y son capaces de retener agua, incrementando la humedad relativa alrededor de la hoja y
disminuyendo de manera notable la transpiracién (FAO, 2011). La inflorescencia es
racimosa y se denomina panoja. Sus flores pueden ser hermafroditas, pistiladas o
androestériles y son de tamafio pequefio; al igual que el grano, que mide aproximadamente
2,6 mm (Peralta, 1985; Heisser y Nelson, 1974). La quinoa es una especie originaria de la

region andina y ha sido cultivada en Sudamérica, principalmente en Ecuador, Chile, Pert y




Bolivia, por mas de 7000 afios (Mujica y Jacobsen, 2006). La quinoa posee un centro de
origen de amplia distribucién; sin embargo, se considera que las orillas del Lago Titicaca
constituyen la zona de mayor diversidad y variacién genética de este cultivo (Mujica,

1992).
1.1.1. Produccion local y mercados internacionales

En Ecuador, la quinoa es cultivada principalmente en las provincias de Carchi,
Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Bolivar y Cafiar (Villacrés, et al,
2011). La época de siembra varia dependiendo de la zona: en el norte ocurre durante los
meses de junio o julio, mientras que en el centro y sur comprende los meses de octubre y
noviembre (Peralta, 2011). En nuestro pais se conservan 642 accesiones de quinoa en el
Banco de Germoplasma de la Estacién Experimental Santa Catalina del Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) para fines de conservacién e investigacion

cientifica (FAO, 2011).

Hasta el afio 2009, la producciéon de quinoa en la regién andina fue
aproximadamente 70.000 toneladas, de las cuales, 40.000 t fueron producidas por Pert,
28.000 t por Bolivia y 746 t por Ecuador (FAO, 2011). En nuestro pais, la quinoa, junto con
el amaranto y el chocho, conforman el grupo de los “Granos Andinos Subutilizados” segiin
reporta €l Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias del Ecuador
(INIAP) (Villacrés, et al, 2011). A nivel local, el consumo de quinoa se ve limitado en gran
parte debido al desconocimiento de sus cualidades nutritivas por parte del consumidor. En
cuanto a la produccion nacional de quinoa, ésta se destina principalmente a la preparacion

de harinas, fideos y papillas; mientras que la quinoa importada se enfunda en




presentaciones perladas. De igual manera, en los ultimos afios, se ha incorporado a la
quinoa en los programas de alimentacion, “Aliméntate Ecuador” y “Desayuno Escolar”,

que promueve el Gobierno Nacional (Peralta, 2011; Villacrés, et al, 2011).

La quinoa, como producto de exportacion, ha ganado espacio en mercados
comerciales importantes tales como: Estados Unidos, Reino Unido, Francia, Alemania,
Espafia, Dinamarca, Holanda, Canad4, Japén, Israel y Brasil (Villacrés, et al, 2011; Mujica

& Jacobsen, 2006; FAO, 2011).
1.1.2. Valor agronémico

El interés en el cultivo de quinoa estd centrado en dos factores fundamentales: en
primer lugar, la adaptacién de dicho cultivo a situaciones ambientales hostiles; y en

segundo lugar, el excepcional valor nutricional de su grano (Stevens, et al, 2006).

La quinoa es una especie de gran interés agricola, no sélo por su bajo costo de
produccién y su amplia variabilidad genética, sino también porque se trata de un cultivo
capaz de resistir condiciones ambientales adversas que pueden presentarse en su entorno
andino, por ejemplo: salinidad y alcalinidad de los suelos (pH>8.0), estrés hidrico y heladas
(Jacobsen, et al, 2003; Stevens et al, 2006; FAO, 2011). Dicha resistencia ha permitido que
la quinoa tenga a su disposicién una amplia drea para cultivo. No obstante, las principales
limitaciones para su produccién en la region radican en la escasa disponibilidad de semillas
de buena calidad y en la susceptibilidad de este cultivo a plagas como el mildiu
(Peronospora farinosa) y la polilla de la quinoa (Eurysacca quinoae) (Mazon, et al, 2009,
Mujica, et al, 2001, Danielsen, et al, 2003). A causa de las limitaciones mencionadas, gran

parte de la investigacién cientifica en torno a la quinoa se ha centrado en el mejoramiento




genético de esta especie con el fin de obtener variedades con mayor rendimiento,

resistencia a plagas y grano de mayor tamafio (Mazon, et al, 2009).
1.1.3. Valor nutricional y potencial industrial de la quinoa

Desde el punto de vista nutricional, la quinoa es considerada como ‘el alimento mas
completo para la nutricién humana basada en proteinas de la mejor calidad en el reino
vegetal” (Mujica y Jacobsen, 2006). Su valor especial no radica tnicamente en la cantidad
de nutrientes que posee, sino también en la calidad de los mismos. El grano de quinoa
contiene un elevado porcentaje proteico (13,81% - 21,9%) y un balance ideal de
aminoacidos esenciales muy cercano a los estindares de nutricién humana establecidos por
la FAO. Ademas, posee niveles equilibrados de vitaminas (A, B2, E) y minerales (hierro,
calcio, zinc). El grano de quinoa es libre de gluten y presenta un alto contenido de 4cidos
grasos omega 3, 6 y 9 que contribuyen a la disminucién del colesterol LDL (colesterol
malo) del organismo (Repo-Carrasco, et al, 2006; Mujica y Jacobsen, 2006; FAO, 2011;

Jacobsen, 2003).

En el campo de la medicina, a la quinoa se le ha atribuido histéricamente
propiedades cicatrizantes, analgésicas y desinfectantes (Mujica y Jacobsen, 2011). De igual
manera, se ha demostrado que la quinoa posee dos fitoestrogenos: la daidzeina y cenisteina
que contribuyen a prevenir la osteoporosis (FAO, 2011). Un 6% del peso total del grano de
quinoa corresponde a fibra dietaria, lo cual facilita la ingesta de este alimento y, al mismo
tiempo, estimula el desarrollo de flora bacteriana benéfica y ayuda a prevenir el cancer de
colon (FAO, 2011). No en vano, la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacién y la Agricultura (FAO) reconoce a este cultivo como parte de los “Sistemas




Importantes de Patrimonio de la Agricultura Mundial” y Ja Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) recientemente lo ha declarado como “Grano del Futuro” debido a sus
atributos nutraceuticos (Canahua, 2012). Asimismo, la Asamblea General de las Naciones
Unidas ha declarado que el afio 2013 sera el “Afio de la Quinoa”, como un reconocimiento
a los pueblos andinos y también a las cualidades que hacen de la quinoa un alimento

imprescindible para la dieta humana (FAO, 2012).

Gracias a sus peculiares propiedades, este alimento ya no es de uso exclusivamente
tradicional, como por ejemplo en comidas o bebidas; sino que hoy en dia, como resultado
de varias investigaciones, existen en el mercado productos innovadores de uso alimenticio,
cosmético y farmacéutico generados a partir de materias primas como la quinoa (FAO,

Z2011):
1.2. Saponinas

Varias investigaciones han determinado que las sustancias nutritivas que posee la
quinoa no se encuentran del todo disponibles para quien la consume. Esto, debido a la
existencia de moléculas que interfieren en el uso bioldgico de los nutrientes mencionados
anteriormente (FAO, 2011). Dichas moléculas se denominan saponinas y constituyen un
importante grupo de metabolitos secundarios, ampliamente distribuidos en el reino vegetal;
aunque también se ha reportado su presencia en organismos marinos como las estrellas y
los pepinos de mar (Lambert, et al, 2011; Mazza y Gii¢li-Ustiindag, 2007). En la quinoa y
otras plantas comestibles como la espinaca, alfalfa, soya y esparrago, las saponinas
representan un importante factor antinutricional (Villacrés, et al, 2011; Repo-Carrasco, et

al, 2006). Varios autores manifiestan que estas moléculas pueden causar hemolisis de los




eritrocitos y resultan muy toxicas para peces y anfibios ya que poseen la capacidad de bajar
la tensién superficial. En Chenopodium quinoa W. se ha reportado la presencia de
saponinas en hojas, flores y semillas (Kuljanabhagavad y Wink, 2009). Ventajosamente, en
el grano de quinoa, las saponinas se localizan en el pericarpio por lo que resulta sencillo
eliminarlas mediante un proceso de lavado con agua. Cuando se realiza el lavado del grano
se puede observar la formacién de espuma en el agua también a causa de dichas moléculas
(Koziol, 1993; Lambert, et al, 2011). A parte de estas propiedades, las saponinas son
poderosos agentes surfactantes y le otorgan un sabor amargo caracteristico a la quinoa
(Repo-Carrasco, et al, 2006). El contenido de saponinas en el grano puede variar entre 0.1 y
5%; de hecho, el contenido de saponinas es un criterio importante en base al cual se puede
clasificar a una variedad de quinoa como “amarga” o “dulce”. Se considera que una
variedad de quinoa es amarga cuando el contenido de saponinas es superior a 0,11% (peso
fresco); por el contrario, una variedad es dulce cuando el contenido de saponinas es inferior
a dicho porcentaje (Villacrés, et al, 2011; Repo-Carrasco, et al, 2006; Koziol, 1993). En
este sentido, es importante destacar que en el Ecuador, la investigacion en torno a este
cultivo ha incrementado en los tltimos afios. En la Estacién Experimental Santa Catalina —
INIAP, mediante seleccién de accesiones del banco de germoplasma, se ha logrado
identificar lineas de quinoa con alto rendimiento, buenas caracteristicas de precocidad y

bajo contenido de saponinas (Mazén, et al, 2009).
1.2.1. Clasificacion y funcién de las saponinas en la planta

El grupo de las saponinas estd conformado por esteroides (Cy7) y triterpenos
glicosilados (Cso). Ambos grupos son muy diversos, por lo que no resulta extrafio encontrar

multiples saponinas distintas en una misma planta (Osbourn, et al, 2003; Lambert, et al,




2011; Raju y Mehta, 2009). Las saponinas esteroidales son moléculas tetraciclicas que
ocurren cominmente en el grupo de las Monocotiledéneas (dgavaceae, Dioscoreaceae and
Liliaceae). Mientras tanto, las saponinas triterpénicas son moléculas pentaciclicas que
frecuentemente se encuentran entre las plantas Dicotiledéneas (Leguminosae, Araliaceae,
Caryophyllaceae, Chenopodiaceae) (Mazza y Giiglii-Ustiindag, 2007). En la quinoa
predominan las saponinas triterpénicas pentaciclicas, cuya diversidad de estructuras
quimicas es muy grande. Cerca de 30 diferentes tipos de saponinas triterpénicas se
describieron en la quinoa hasta el afio 2009 (Kuljanabhagavad y Wink, 2009). Actualmente
varias investigaciones estan orientadas al andlisis, descubrimiento y aislamiento de
saponinas novedosas en éste y otros cultivos, gracias al desarrollo de técnicas de analisis
molecular y quimico como el cDNA-AFLP, espectrometria de masas y cromatografia

liquida de alta eficiencia (Kuljanabhagavad y Wink, 2009).

Al igual que otros metabolitos secundarios, las saponinas no se encuentran en altas
concentraciones y tampoco estan involucradas directamente en el crecimiento y desarrollo
de una planta; de hecho, su produccién y acumulacion frecuentemente son resultado de
estimulos o cambios ambientales (Yendo, et al, 2010). En las plantas, las saponinas
desempefian actividades alelopéticas, antimicrobianas y anti-insectos, por lo que se
encuentran asociadas directamente con sus mecanismos de defensa. La literatura consultada
cataloga a las saponinas como moléculas “fitoprotectoras™ por el rol que desempefian en la
resistencia al ataque de patégenos, asi como en la supervivencia de las plantas a

condiciones de estrés abiotico (Yendo, et al, 2010; Lambert, et al, 2011).

No obstante, la presencia de estas moléculas en plantas comestibles puede resultar

perjudicial. Por una parte, las saponinas presentan toxicidad para el ser humano y otros




animales que las ingieren. Por otro lado, las saponinas constituyen un factor negativo para
la palatabilidad de los alimentos que las contienen (Suzuki, ez al, 2002; Lambert, et al,

2011).
1.2.2. Aplicaciones de las saponinas en la industria

No se puede dejar de mencionar la amplia gama de propiedades fisico-quimicas y
actividades biologicas que se les atribuye a las saponinas; las cuales convierten a estas
moléculas en un “target” desde el punto de vista industrial. Las saponinas son
particularmente apreciadas en la industria alimentaria, agroquimica, cosmética y

farmacéutica (Mazza y Giiglii-Ustiindag, 2007).

En la industria de los alimentos y bebidas, las saponinas pueden servir como agentes
espumantes, emulsificantes y antimicrobianos; asi como para la remocion de colesterol en
productos lacteos (Mazza y Giigli-Ustiindag, 2007). De igual manera, en la industria
cosmeética, las saponinas se emplean como surfactantes naturales en productos de cuidado
personal tales como: geles, shampoo, acondicionadores, jabén de bafio, lociones, crema

dental, entre otros (Mazza y Giiglii-Ustiindag, 2007).

Para ciertos organismos, especialmente insectos, las saponinas resultan toxicas. Por
tal razon se ha evaluado sus capacidades como insecticidas naturales y se ha promovido su
uso en programas de control de plagas (FAO, 2011). Por otra parte, las aplicaciones de las
saponinas en la industria farmacéutica implican su uso como materia prima en la
produccion de: hormonas (sintesis de progesterona a partir de diosgenina),
inmunoadyuvantes (saponina del Quillay) y farmacos (antibidticos y antifingicos). De

igual forma, pueden constituir ingredientes activos en productos de salud, como por




ejemplo extractos herbales (Mazza y Gigli-Ustiindag, 2007; Rajput, ef al, 2007; FAO,
2011). Hay varias investigaciones en el campo farmacéutico, cuyo objetivo primordial es
sacar provecho de la inmensa variedad de actividades bioldgicas que se relacionan a las
saponinas, como son: analgésicas, antialergénicas, antioxidantes, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antiparasitarias, antiespasmoédicas, antivirales, diuréticas, expectorantes,
hepatoprotecivas, hipocolesterolemicas, neuroprotectivas, antitumorales, anticancerigenas,
anti-leishmaniasis, entre otras (Mazza y Giiglii-Ustiindag, 2007; Raju y Mehta, 2009;

Yendo, et al, 2010; Meesapyodsuk, et al, 2007; Wink, et al, 2012).
1.2.3. Biosintesis de saponinas triterpénicas

Los triterpenos glicosilados son un grupo de saponinas, también conocidas con el
nombre de saponinas triterpénicas. Respecto a la biosintesis de las saponinas en general, es
muy poco lo que se conoce; en parte debido a la complejidad de estas moléculas, asi como
por la falta de estudios que permitan dilucidar por completo su via metabélica. No obstante,
el conocimiento a nivel molecular en torno a la biosintesis de estos compuestos ha crecido
recientemente gracias a la identificacion de enzimas que actan en dicho proceso.
Exceptuando el descubrimiento de ciertos genes que codifican para enzimas tempranas
como oxidasas y glicosiltransferasas, la ruta metabdlica que conduce a la sintesis de estas
moléculas atin no ha sido dilucidada por completo (Osbourn, et al, 2003; Yendo, et al,

2010).

De manera general se sabe que la estructura de las saponinas triterpénicas deriva de
un compuesto precursor llamado 6xido escualeno (Yendo, et al, 2010). La formacién de

este precursor depende de 2 rutas metabdlicas: la ruta del mevalonato y la ruta del metil-
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eritritol que permiten la formacion del isopentenil-difosfato (IPP) y su isomero dimetil-alil-
difosfato (DMAPP) respectivamente. Tanto el IPP, como el DMAPP, son los precursores
para la sintesis de los terpenos. La reaccion de condensacion entre ambos compuestos da
origen al geranil difosfato (GPP). A continuacién, una molécula de isopentenil-difosfato se
une a la recién formada molécula de geranil difosfato para generar un nuevo compuesto
llamado farnesil difosfato (FPP). Finalmente la condensacién de dos moléculas de farnesil
difosfato (FPP) da lugar al escualeno, compuesto precursor tanto de las saponinas

esteroideas como de las saponinas triterpénicas (Lambert, et al, 2011).

Posteriormente, el escualeno atraviesa una fase de oxidacién para dar lugar al
precursor inmediato de las saponinas triterpénicas: el 6xido escualeno. La formacion del
6xido escualeno es el punto de partida para que ocurra una serie de reacciones de ciclacion.
El tipo de enzima ciclasa que catalice dichas reacciones determinard el tipo de saponina
triterpénica a formarse. Hasta el momento se han documentado algunos tipos de enzimas
ciclasas y sus mecanismos han sido bien descritos. Dentro de este grupo de ciclasas, se
destacan las siguientes: dammarenediol sintasa (DDS) que da origen al dammarano; la f3-
amirin sintasa (BAS) que da origen al oleanano; y por ultimo la sintasa a-amirina (a¢AS) que
permite la sintesis de ursano (Lambert, et al, 2011). El proceso no concluye con las
reacciones de ciclacién; mas adelante en la ruta metabdlica, los compuestos sintetizados
pueden sufrir ain mas modificaciones a través de reacciones de oxidacion, glicosilacion y
otras sustituciones quimicas. Esto explica la gran diversidad de moléculas que posee este
grupo de saponinas. Por ejemplo, en Medicago truncatula el compuesto oleanano, que se
produce como resultado de las reacciones de ciclacidn, posteriormente atraviesa reacciones

de oxidacién que dan lugar a por lo menos 10 nuevas sapogeninas (Pollier, ef al, 2011). Se
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sabe con certeza que las enzimas de tipo glicosiltransferasas, metiltransferasas,
aciltransferasas y monooxigenasas dependientes del citocromo P450 estdn implicadas en
estas reacciones tardias de la ruta metabolica. Esta ultima etapa de la ruta de biosintesis
sigue siendo la menos estudiada, y es muy poco lo que se conoce sobre otras enzimas
involucradas en estas reacciones quimicas, razén por la cual resulta necesario realizar mas
investigaciones en torno a este tema (Hadacek, 2002; Lambert, et al, 2011). En la
actualidad se sabe que la sintesis de saponinas en una planta puede ocurrir tanto de forma
constitutiva, asi como por causa de estimulos externos. Por tal razén, la siguiente seccion

aborda el tema de los inductores vegetales.

1.3. Elicitores en plantas

De manera general el término elicitor hace referencia a cualquier factor fisico o
quimico, bidtico o abidtico, que provoca una respuesta morfolégica o fisioldgica en
organismos vivos. En las plantas, dicha respuesta se activa a través de mecanismos de
transduccién de sefiales que en ultima instancia promueven la acumulacion de metabolitos
secundarios (Lambert, et al, 2011). En primera instancia, el elicitor es reconocido por
receptores de la membrana celular. A continuacién ocurre la formacién de moléculas
mensajeras como los jasmonatos, el etileno y/o el 4cido salicilico, que a su vez suprimen o
inducen la expresion de ciertos genes asociados con la biosintesis de metabolitos
secundarios (Lambert, et al, 2011; Yendo, et al, 2010). En la actualidad el uso de elicitores
es extendido y es considerado como una gran herramienta para incrementar la produccion
de alcaloides, terpenoides, flavonoides, compuestos fenolicos y fitoalexinas en plantas
(Babar Ali, et al, 2006). Dentro de los elicitores de tipo abidtico se encuentran los iones

metélicos y compuestos inorganicos. Mientras tanto, los jasmonatos, el 4cido salicilico y
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los extractos de levadura son empleados frecuentemente como elicitores biodticos para la
produccién de metabolitos secundarios en plantas (Lambert, et al, 2011; Yendo, et al,

2010).

1.3.1. Jasmonatos

Los jasmonatos constituyen un importante grupo de fitohormonas, ampliamente
distribuidas en el reino vegetal. El 4cido jasmonico (JA), el metiljasmonato (MeJA), el
acido 12-oxofitodienoico (12-OPDA), asi como el 4cido jasmonico conjugado con los
aminoacidos leucina o isoleucina, conforman el grupo de los jasmonatos. Estos compuestos
son reguladores enddgenos involucrados en procesos fisioldgicos, metabolicos y
reproductivos de vital importancia en las plantas (Avanci, et al, 2010; Rohwer y Erwin,
2008). Dentro de esta familia de fitohormonas, el 4cido jasmonico y el metiljasmonato son
los compuestos mas estudiados y mejor caracterizados. Es importante mencionar otros
jasmonatos que también presentan actividades biolégicas, como es el caso del acido

tuberdnico, el 4cido dihidrojasménico o el 4cido cuctrbico (Rohwer y Erwin, 2008).

Los jasmonatos son moléculas lipidicas derivadas del metabolismo del acido a —
linolénico, el cual proviene de las membranas lipidicas y se localiza en el interior de los
cloroplastos. En el interior de estos organelos se desarrollan varias reacciones quimicas
catalizadas por enzimas que permitirdn la formacién del precursor inmediato del 4cido
jasmonico. En el primer paso de la sintesis de los jasmonatos una enzima lipooxigenasa
cataliza la incorporacion de una molécula de oxigeno al 4cido o — linolénico para la
formacion del 4cido 13-hidroperoxi- 9,11,15— octadecatrienoico (13-HPOT). A

continuacién, esta molécula es oxidada en una reaccion catalizada por la enzima aleno
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6xido sintasa (AOS) dando lugar a un compuesto inestable, el cual gracias a la accion de
una enzima aleno 6xido ciclasa es convertido en 4cido 12-oxofitodienoico (12-OPDA),
precursor inmediato del 4cido jasmonico. El ultimo paso en la formacién de los jasmonatos
ocurre en los peroxisomas, donde el acido 12-oxofitodienoico (12-OPDA) atraviesa por tres
ciclos de beta oxidacién hasta dar lugar al 4cido jasménico. Una vez formado, el é4cido
jasménico puede suffir diversas transformaciones quimicas y metabélicas que dan origen a

otros jasmonatos (Avanci, et al, 2010).
1.3.2. Acido jasménico y metiljasmonato

El 4cido jasmonico fue aislado e identificado por primera vez en cultivos del hongo
patégeno Botryodiploidi theobromae; mientras que su éster volatil, el metiljasmonato, fue
aislado a partir de los aceites esenciales de Jasminum grandiflorum. Tanto el écido
jasmoénico, como el metiljasmonato, se pueden considerar ubicuos en el reino vegetal pues
han sido identificados en mas de 160 géneros diferentes de plantas (Hadacek, 2002). Por su
caricter volatil, el metiljasmonato fue apreciado inicialmente en la industria de los
perfumes. Sin embargo, durante la década de 1980 creci6 el interés sobre éste y otros
jasmonatos relacionados, ya que se publicaron los primeros estudios en tomno a su
actividad biolégica y su importante rol en el desarrollo, crecimiento y defensa de las plantas
(Avanci, et al, 2010). Dichas moléculas estan involucradas en varios procesos fisiologicos
y de desarrollo en la planta, tales como: crecimiento de raices, produccién de polen,
senescencia de hojas, maduracion de frutos, formacion de pigmentos, e incluso,
desempefian un papel fundamental en la defensa de una planta frente al ataque de patogenos
e insectos (Tae Kim, et al, 2009; Yendo, et al, 2010; Gaspar, et al, 1996; Buchanan, et al,

2000). Adicionalmente, varios estudios han demostrado que la aplicacién exdgena de
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dichos jasmonatos también genera diversos efectos en el metabolismo de las plantas. Por
gjemplo: se ha reportado la induccion de inhibidores de proteasas, regulacion del
metabolismo de fitoalexinas, asi como el incremento en la sintesis de metabolitos
secundarios (Singh, et al, 1998; Sathiyamoorthy, et al, 2010). Se sabe que una planta
tratada de manera exodgena con jasmonatos, percibe sus seflales a través de proteinas
receptoras, luego de lo cual se activa una cascada de transduccién de sefiales que culmina
con la activacién o represion de genes. Un estudio realizado en el afio 2007 por Pauwels y
colaboradores en Arabidopsis, identificé varios genes que se activaron en respuesta a un
tratamiento exdgeno con metiljasmonato, varios de ellos asociados a la biosintesis del acido
jasménico y muchos otros relacionados a procesos de regulacion transcripcional,
principalmente factores de transcripcion JAZ/TIFY,AP2/ERF, WRKY, MYB. Parte de esta
reprogramacion genética también incluye la activacion de genes implicados en la
biosintesis de metabolitos secundarios; por tal razon, varias investigaciones recomiendan el
uso de 4cido jasmonico o metiljasmonato como potenciales elicitores en estudios orientados
al descubrimiento de genes relacionados con estas rutas metabolicas (Kazan y Manners,
2008; Tae Kim, et al, 2009; Pauwels, et al, 2007). En la actualidad, el reto es valerse de
estos elicitores en conjunto con técnicas de analisis transcripcional y metabdlico para
analizar estos procesos bioquimicos y potencialmente descubrir genes involucrados en la
biosintesis de metabolitos importantes, caracterizar enzimas que intervienen en dichos

procesos y finalmente aislar moléculas novedosas de gran interés industrial.
1.3.3. Jasmonatos como elicitores para la sintesis de saponinas

Como se mencion6 previamente, la sintesis de saponinas en las plantas ocurre tanto

de forma constitutiva, asi como por accioén de elicitores. En el caso especifico de las
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saponinas triterpénicas, los jasmonatos y el acido salicilico (SA) son los elicitores mas
importantes y su uso estd vastamente documentado (Lambert, et al, 2011). En Panax
ginseng, Medicago truncatula, Glycyrrhiza glabra, Quillaja brasiliensis, Nigella sativa y
otras especies de plantas se ha demostrado el incremento en la concentracién de saponinas
triterpénicas como resultado de la aplicacién de tratamientos con metiljasmonato, en
diferentes concentraciones y con distintos métodos de aplicacion, tanto en cultivo celular
como en plantas cultivadas (Choi, ef al, 2005; Lambert, et al, 2011; Yendo, et al, 2010;
Babar Ali, et al, 2006). Los tratamientos a base de metiljasmonato se los puede aplicar ya
sea en solucién o en spray. Cualquiera sea su forma de aplicacion, el tratamiento se lo
realiza en un ambiente cerrado por el caracter volatil de dicho compuesto (Rohwer y Erwin,
2008). No sbélo se ha podido identificar un aumento en el contenido de saponinas
triterpénicas a causa de la elicitacién con jasmonatos, sino que varios estudios han logrado
evidenciar el efecto regulador que éstos ejercen sobre la expresion de ciertos genes entre
ellos se puede mencionar genes codificantes para factores de transcripcion citados
anteriormente y enzimas quinasas, fosfatasas y sintasas (Goossens, et al, 2003; Lambert, et

al, 2011).
1.4. Anailisis de expresion genética

Hace mas de dos décadas ya se habian descrito las primeras metodologias
orientadas al estudio de la expresién genética. Con el advenimiento de las técnicas de
secuenciacién de ADN, se hizo alin més necesario crear y perfeccionar técnicas no solo
para analizar la expresion de genes, sino también para definir su funcién en el organismo.
De especial interés en esta area es el analisis de la expresion diferencial de genes, pues se

trata de un hecho que ocurre de manera natural en los seres vivos y que también puede ser
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inducido en los mismos por accién de factores bidticos o abidticos. Gracias al surgimiento
de técnicas de andlisis de expresion genética y otros avances relacionados a la
transcriptémica, hoy es posible analizar los cambios en los patrones de expresion genética
de cualquier organismo vivo en diferentes escenarios. Por ejemplo: los cambios en la
expresion genética durante los diferentes estadios de desarrollo de un tejido, diferencias en
la expresién de genes entre organismos sanos y enfermos 6 entre organismos control y

organismos expuestos a distintos tipos de estrés (Hu, et al, 2004).

Historicamente la expresién diferencial de genes era analizada de manera indirecta a
través de metodologias como la comparacién de perfiles proteicos o antigénicos de dos o
mas muestras experimentales. Posteriormente, mediante técnicas extremadamente
laboriosas como la hibridacién sustractiva (Sturtevant, 2000). Méas adelante, en la década de
los 80, tiene lugar un acontecimiento de suma importancia en la historia de la biologia
molecular: el descubrimiento y desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Una de las mas importantes aplicaciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
es en el campo de los marcadores genéticos, pues la gran mayoria de marcadores
moleculares de uso actual se basan en esta técnica, tal es el caso de los marcadores RAPD,
SSR y AFLP (Azofeifa, 2006). Ademas de ésta y otras aplicaciones, la técnica del PCR
también ha permitido la creacién de metodologias innovadoras para el andlisis de expresion
genética diferencial tales como el Despliegue Diferencial (DD), y méds recientemente, la

técnica de cDNA-AFLP (Moody, 2001).
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1.4.1. Despliegue diferencial

La técnica del despliegue diferencial se desarrollé con el objetivo principal de
superar las limitaciones de metodologias que inicialmente se empleaban en el analisis de
expresion genética, principalmente en términos de laboriosidad y falta de sensibilidad. Con
el fin de cumplir este objetivo, el despliegue diferencial integro tres de las mas importantes
técnicas de la biologia molecular: la retrotranscripcién del ARN, la electroforesis de acidos
nucleicos y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Liang, 2002). El principio del
despliegue diferencial fue descrito por Liang y Pardee en 1992, como una herramienta de
gran utilidad para el analisis de la expresion genética diferencial y con un procedimiento
mas sencillo en comparacion a técnicas predecesoras como la hibridacion sustractiva (Hu,
et al, 2004). El procedimiento inicia con la retrotranscripcién del ARN mensajero (ARNm)
de una muestra para formar ADN complementario de doble cadena (cDNA), para este paso
se emplea un primer poliT que se empareja con la cola de poliA en el extremo 3" del ARN
mensajero. A continuacién, el cDNA sintetizado es amplificado por PCR empleando
multiples combinaciones de primers. En la técnica original, el primer forward es arbitrario
mientras que el primer reverse es el mismo empleado para la retrotranscripcion inicial.
Luego, se realiza la electroforesis en gel de poliacrilamida con los productos de la reaccion
de PCR y un posterior revelado del gel para visualizar los resultados. Lo mas comuin es
realizar la tincién del gel con nitrato de plata. En comparacién a otras técnicas de revelado,
Ja tincién con plata es més sencilla, segura y menos costosa (Xiao, 2009). En este punto se
debe analizar y comparar los patrones de bandas de las muestras en el gel. Se asume que las
bandas de un mismo tamafio que estdn presentes en una muestra y estan ausentes en otras, o

que difieren en intensidad, representan transcriptos de expresion diferencial. El proceso
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culmina con el aislamiento, re-amplificacién y secuenciacién de las bandas diferenciales
extraidas del gel. Finalmente, la secuencia obtenida es analizada y comparada con la
informaci6n disponible en bases de datos gendmicas para encontrar homologia con genes o

secuencias de ADN reportadas en varias investigaciones alrededor del mundo (Moody,

2001).

El despliegue diferencial ha sido empleado con éxito en numerosas investigaciones
gracias a las ventajas que presenta en comparacién a técnicas anteriores, entre ellas: su
simplicidad, reproducibilidad, la posibilidad que ofrece esta metodologia para analizar
multiples muestras de manera simulténea y su utilidad para identificar tanto la activacion
como la supresion de genes entre las muestras analizadas. Sin embargo, el despliegue
diferencial en su formato original no esté libre de limitaciones, pues su principal desventaja
radica en la gran cantidad de resultados falsos positivos que puede arrojar (Moody, 2001;
Hu, ef al, 2004). Desde la primera descripcion de este procedimiento hace dos décadas, la
técnica del despliegue diferencial ha sufrido modificaciones para adecuarse de la mejor
manera a los requerimientos de la ciencia actual. Un claro ejemplo es el desarrollo de la
técnica conocida como cDNA-AFLP (Complementary-DNA based Amplified Fragment
Length Polymorphism), la cual emplea el principio general del despliegue diferencial y
ademés incorpora algunas técnicas como el AFLP, con el fin de superar las limitaciones de

técnicas convencionales de analisis de expresion genética mencionadas previamente.

1.4.2. ¢cDNA-AFLP

El cDNA-AFLP es una técnica empleada para el andlisis de cDNAs expresados

diferencialmente y en los tltimos afios su popularidad en el campo de la transcriptémica ha
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incrementado notablemente (Yu, et al, 2011; Ji, et al, 2011). Fue descrita por primera vez
en el afio de 1996, y desde entonces ha sido empleada exitosamente en estudios de
fisiologia y biologia vegetal tales como: interacciones planta-patogeno, mecanismos de
sefializacion hormonal, identificaciéon de genes implicados en el metabolismo secundario de
plantas y descubrimiento de genes regulados por distintos tipos de estrés abiodtico (Xiao,
2009; Agarwal, et al, 2008; Yang, et al, 2012). Frente a otras técnicas de andlisis de
expresion genética como el despliegue diferencial, la hibridacion sustractiva o los
microarrays, la técnica de ¢cDNA-AFLP presenta importantes ventajas. Entre las mas
importantes se puede mencionar su mayor reproducibilidad y sensibilidad, menor costo y
facilidad de aplicacién en todo tipo de organismos vivos. La aplicacion de la técnica de
¢cDNA-AFLP no se limita a organismos modelo, pues no se requiere un conocimiento
previo sobre el genoma a analizar. No obstante, su principal limitacion radica en la
necesidad de incorporar procesos de purificacién y secuenciacién de ADN para lograr
identificar los genes expresados diferencialmente (Xiao, 2009; Stélting, et al, 2009;

Vuylsteke, et al, 2007).

La técnica de cDNA-AFLP inicia con la sintesis de cDNA mediante la
retrotranscripcion de ARNm extraido de una muestra experimental. A partir de este punto,
el procedimiento a seguir es muy similar a un protocolo de AFLP convencional. En primer
lugar, el cDNA sintetizado es digerido con dos enzimas de restriccion distintas; una de
corte raro y una de corte frecuente. A continuacion, se lleva a cabo la ligacion de
adaptadores de secuencia conocida, en ambos extremos de los fragmentos generados por la
digestién. Una vez ligados los adaptadores, se lleva a cabo una pre-amplificacion de los

fragmentos mediante PCR. Para este fin, se emplea primers cuya secuencia es
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complementaria a la de los adaptadores ligados previamente mas una base nitrogenada
arbitraria adicional en el extremo 3. De esta manera, solo aquellos fragmentos que
presenten absoluta complementariedad tanto en la secuencia del adaptador como en la base
adicional serdn amplificados. Posteriormente se realiza una segunda amplificacion por
PCR. En esta etapa se emplea primers similares a los de la pre-amplificacion, la unica
diferencia es la incorporacion de 2 bases arbitrarias adicionales. De igual forma,
tinicamente aquellos fragmentos pre-amplificados que presenten complementariedad para
las bases arbitrarias adicionales seran amplificados. Gracias a esta etapa de amplificacion
selectiva, el nimero de fragmentos amplificados a partir del cDNA inicial (TDFs) se reduce
para facilitar asi su visualizacion y andlisis. Finalmente, los productos de la amplificacion
pueden ser visualizados a través de una electroforesis en gel de poliacrilamida y posterior
revelado (de Vienne, 2003). La literatura consultada indica que se pueden obtener cientos
de TDFs asociados a un rasgo de interés si se emplea la técnica de cDNA-AFLP
convencional. Por tal razén, recientemente se han desarrollado protocolos con ciertas
mejoras que permiten reducir ain mas el nimero de fragmentos amplificados, evitando asi
la generacién de multiples TDFs derivados de un mismo gen (Stolting, et al, 2009; Wang,
et al, 2009). Una de dichas modificaciones es la técnica denominada ¢cDNA-AFLP one

gene — one tag, que se describe a continuacion.
1.4.2.1. cDNA-AFLP “one gene — one tag”

El protocolo de cDNA-AFLP “one gene — one tag”, descrito en 2007 por Vuylsteke
y colaboradores, es una variante de la técnica convencional de cDNA-AFLP. La principal
diferencia frente al protocolo original radica en la reduccién del nimero de fragmentos

(TDFs) generados a partir de cada transcrito. Esto es posible mediante el marcaje con
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biotina de la molécula de cDNA en su extremo 3’ antes de realizar las amplificaciones

selectivas (Anexo 1).

El procedimiento inicia con la sintesis de cDNA a partir de una muestra
experimental de ARN, para lo cual se emplea un primer poliT marcado con biotina que
hibridara con la cola poliA del ARN mensajero. En consecuencia, se obtendra un cDNA de
doble hebra marcado con biotina en el extremo poliT. Luego, el recién sintetizado cDNA es
digerido con la enzima de restriccién BstY] para generar varios fragmentos. Sin embargo,
tnicamente el fragmento terminal que estd marcado con biotina serd seleccionado. La
seleccion de dicho fragmento (TDF) se realiza mediante el uso de microesferas magnéticas
recubiertas con estreptavidina denominadas Dynabeads. En esta etapa del proceso, las
microesferas magnéticas se mezclan con los fragmentos generados a partir de la primera
digestion del cDNA. Por un principio de afinidad, unicamente el fragmento marcado con
biotina se unira a las esferas recubiertas con estreptavidina y los fragmentos restantes se
descartan. La separacion se la realiza en un campo magnético, por ejemplo, empleando un
iman. A continuacion, el fragmento seleccionado atraviesa por una segunda digestion con la
enzima de restriccion Msel. Luego de dicha reaccion, al fragmento se le afiaden
adaptadores en ambos extremos, y de alli en adelante el proceso es idéntico al cDNA-AFLP

convencional descrito previamente (Vuylsteke, et al, 2007).

La variante cDNA-AFLP one gene — one fag ofrece las siguientes ventajas con
respecto al protocolo original de cDNA-AFLP: de 1 a 2 TDFs son generados por cada
transcrito, lo cual reduce el niimero total de fragmentos a ser analizados luego de la

electroforesis alivianando asi la carga de trabajo. Ademas, la cobertura del genoma puede




22

llegar a ser muy alta mientras mas combinaciones de primers se empleen en las

amplificaciones (Vuylsteke, et al, 2007).

A pesar de que esta técnica ha demostrado ser 1til para el andlisis transcriptomico
en Arabidopsis thaliana y especies del género Nicotiana, hasta la actualidad ésta técnica no
ha sido evaluada en ninguna especie del género Chenopodium. Por tal razon, el presente
trabajo empleo la metodologia descrita de cDNA-AFLP one gene — one tag para el analisis
de expresion diferencial de genes asociados a la biosintesis de saponinas triterpénicas en 6
ecotipos de Chenopodium quinoa W provenientes del banco de germoplasma del Instituto

Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).
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2. Objetivo General

Realizar un analisis de expresion genética diferencial en 6 ecotipos de quinoa
(Chenopodium quinoa W.) mediante la técnica de cDNA-AFLP (one gene — one tag) para

la identificacién de genes asociados a la biosintesis de saponinas triterpénicas.

3. Objetivos Especificos

- Elicitar la produccién de saponinas triterpénicas en 6 ecotipos de quinoa
(Chenopodium quinoa W.), 3 ecotipos de quinoa amarga y 3 ecotipos de
quinoa dulce, por medio de la aplicacion de un tratamiento con
metiljasmonato (MeJA).

- Analizar y comparar, mediante la técnica de cDNA-AFLP (one gene — one
tag), la expresion genética diferencial entre los 6 ecotipos de quinoa
empleando 10 diferentes combinaciones de primers BstYl/Msel.

- Identificar y aislar, en geles de acrilamida, bandas con expresién diferencial
entre plantas no tratadas (control) y plantas tratadas con metiljasmonato
(MeJA) dentro de cada ecotipo; principalmente, bandas cuya presencia
ocurre exclusivamente en las plantas tratadas con metiljasmonato, o bandas
cuya intensidad es mayor en las plantas tratadas con respecto a las plantas
control.

- Seleccionar 25 bandas diferenciales de interés para emplearlas en analisis de
secuenciaciéon; y posteriormente, comparar los resultados de la

secuenciacion con la informacion disponible en la base de datos BLAST del
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NCBI y la base de datos TAIR de Arabidopsis thaliana para identificar
potencialmente genes asociados a la biosintesis de saponinas triterpénicas.

- Determinar el mejor ecotipo de quinoa amarga y el mejor ecotipo de quinoa
dulce, que presenten expresion diferencial marcada para en el futuro
secuenciar por completo su genoma, como parte de un Convenio de
Investigacién entre la Universidad San Francisco de Quito y la Universidad

Ghent de Bélgica.

4. Area de Estudio

Las semillas correspondientes a los 6 ecotipos de quinoa (Chenopodium quinoa W.)
analizados en el presente trabajo, provienen del banco de germoplasma del Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) ubicado en la Estacion
Experimental Santa Catalina, cantén Mejia - Ecuador. La siembra de semillas se realiz6 en
el invernadero del Colegio de Agricultura, Alimentos y Nutricién de la Universidad San
Francisco de Quito localizado en Cumbayé. La técnica de cDNA-AFLP se llevo a cabo en
el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (Colegio de Ciencias Biolégicas y Ambientales) y
el Laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos (Colegio de Agricultura,
Alimentos y Nutricién), ambos con sede en la Universidad San Francisco de Quito,

Cumbaya.
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5. Justificacion

Durante muchos afios el ser humano se ha beneficiado de las plantas, ya sea
directamente empleandolas como base de su alimentacion, o bien aprovechando productos
naturales derivados de las mismas con fines principalmente terapéuticos. A pesar de esto,
ain es muy grande la demanda por encontrar nuevos compuestos con usos potenciales en la
industria farmacéutica, pues continuamente surgen nuevas enfermedades y varios
organismos patogenos desarrollan resistencia a los farmacos actualmente disponibles en el
mercado. En este contexto, el desarrollo de nuevas tecnologias en las areas de la genomica,
transcriptdmica y metabolomica ha sido de vital importancia para llevar a cabo

investigaciones orientadas al descubrimiento de nuevos farmacos.

En el 4rea de la metabolémica, el desarrollo de técnicas como la cromatografia
liquida de alta resolucién y la espectrometria de masa (HPLC - MS), ha permitido el
descubrimiento de un gran nimero de moléculas bioactivas en plantas, entre las cuales se
encuentran varios alcaloides, terpenoides e isoflavonoides (Pollier, et al, 2011). Por su
parte, los avances en el 4rea de la biologia molecular, tales como el desarrollo de las
tecnologias de secuenciacién de ADN vy las herramientas para el analisis de expresion
genética (cDNA-AFLP one gene — one tag), han sido indispensables para descubrir los
genes responsables de la produccion de dichas moléculas, asi como para esclarecer su ruta

metabolica de biosintesis.

Un grupo sumamente importante de moléculas bioactivas en las plantas es el de las
saponinas. Como se menciond previamente, las saponinas constituyen una clase de

metabolitos secundarios a los cuales se les atribuye una amplia gama de actividades




26

biolégicas. En las plantas, se destacé el rol de las saponinas como agentes alelopaticos,
anti-insectos y anti-fngicos. Mientras tanto, desde el punto de vista industrial, las
saponinas  presentan propiedades  surfactantes, emulsificantes, antimicrobianas,
antioxidantes, inmunoadyuvantes, entre otras; lo cual las convierte en un blanco atractivo
no s6lo para la industria farmacéutica, sino también para las industrias agricola, alimentaria

e incluso cosmética (Pollier, et al, 2011).

A pesar del gran potencial que poseen estas moléculas, muy poco es lo que se
conoce sobre su producciéon en la planta. Por este motivo, es necesario emprender
investigaciones que permitan identificar los genes asociados a la sintesis de saponinas. En
los ultimos afios, la investigacion en torno a este tema se ha centrado en un grupo reducido
de plantas. Sin embargo, existen cientos de especies aln por investigar, una de ellas es la
quinoa (Chenopodium quinoa W.). El estudio de este cultivo resulta interesante por varias
razones: no sélo por su alto contenido de saponinas; también por tratarse de un cultivo
originario de nuestra region, por su excelente aporte nutricional a la dieta humana y por sus
caracteristicas genéticas que le otorgan resistencia a varios tipos de estrés abidtico.
Paraddjicamente, muy pocos estudios en el dmbito genético y molecular se han llevado a
cabo en la quinoa. Entre ellos, la mayoria estdn relacionados al analisis de diversidad
genética. No obstante, hasta la actualidad no se han reportado investigaciones orientadas al
anélisis de expresién genética diferencial y mucho menos enfocadas al descubrimiento de
genes relacionados a la sintesis de saponinas en la quinoa mediante la técnica de cDNA-
AFLP. El tnico estudio relacionado a cDNA-AFLP dentro del género Chenopodium fue
reportado en 2001 por Bret Cooper; en el cual se identifico genes asociados a los

mecanismos de respuesta a virus en Chenopodium amaranticolor (Cooper, 2001). Por
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consiguiente, la presente investigacion representa el primer analisis de expresion diferencial
o identificacion de genes en la especie Chenopodium quinoa W. y en el género
Chenopodium, mediante la técnica del cDNA-AFLP (one gene — one tag), nunca antes

desarrollada en el Ecuador por tratarse de una metodologia novedosa y de alta demanda

técnica.

El descubrimiento de reguladores transcripcionales o enzimas potencialmente
asociados a la sintesis de saponinas permitiria posteriormente contar con una base genética
robusta para llevar a cabo procesos de mejorami'ento genético en plantas. Por una parte,
permitiria estimular una mayor produccién de saponinas en la quinoa y otras especies de
plantas. Por otro lado, seria posible llevar a cabo procesos de “biosintesis combinatoria”
para obtener saponinas novedosas e incluso con propiedades bioldgicas superiores a las de

las saponinas que naturalmente se aislan de las plantas (Pollier, ef a/, 2011).

Finalmente, es importante recalcar que el potencial desconocido de genes, especies
y ecosistemas del Ecuador es inestimable y ciertamente muy valioso (Estrella, ez al, 2005).
En este sentido, la estandarizacién de técnicas como el cDNA-AFLP (one gene — one tag),
implicaria un gran aporte metodolégico para el descubrimiento de genes importantes en

bacterias, hongos, plantas y animales de nuestro pais.

USFQ-BIBLIOTEC' 10 ENE <U1 00066-
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6. Materiales
6.1. Recepcion del material vegetal

Las semillas de quinoa correspondientes a los 6 ecotipos analizados en este estudio
fueron proporcionadas por el Banco de Germoplasma de la Estacién Experimental Santa
Catalina del INIAP (Tabla 1). Junto con el Acta de Entrega Recepcion y el Acuerdo de
Transferencia de Material firmado con el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias, se recibié un sobre con semillas para cada uno de los siguientes ecotipos:
ECU - 382 (Quinoa dulce), ECU — 524 (Quinoa dulce), ECU — 225 (Quinoa dulce), ECU —

323 (Quinoa amarga), ECU — 234 (Quinoa amarga) y ECU — 229 (Quinoa amarga).

6.2. Siembra de semillas

e Agua destilada

e Bandejas plasticas (58cm x 38cm x 8.5¢m)

e Semillas de los 6 ecotipos de quinoa (Chenopodium quinoa W.)
e Sustrato Promix (Alaska S.A)

e Tierra autoclavada

6.3. Riego y aporte de nutrientes a las plantas

e Agua destilada

e Solucién nutritiva Hoagland (Hoagland y Amon, 1950; Anexo 2)

6.4. Aplicacién de tratamiento con dcido jasmoénico

e Agua destilada
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e FEtanol al 70%

e Metiljasmonato 95% (Sigma Aldrich)
6.5. Colecta de hojas

e Bisturi estéril

e Mini Invernadero casero (Anexo 3)

e Nitrogeno liquido

e Papel aluminio

e Simplified Freezing System (WiseCryo)

e Termo metalico de acero inoxidable 500mL
6.6. Extraccion de ARN

e Acetato de Sodio 3M (pH 5.2) (Laboratorios Quimicos HVO)

e Agitador vortex (Scientific Industries)

e Buffer de Extraccién (0,35M Glicina, 0,048M NaOH, 0,34M NaCl, 0,04M
EDTA, 4%SDS para 100mL)

e Cimara de Flujo Laminar (LABCONCO)

e Centrifuga refrigerada (Sigma)

o Clorofoﬁno/Alcohol Isoamilico (24:1 v/v)

e Cloruro de Litio 8M

e DEPC treated water (Invitrogen)

e Etanol al 70%

e Etanol al 96%




e Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (25:24:1 v/v)
e pH-metro (Mettler Toledo)

e Microtubos 1.5mL (Axygen)

e Microtubos 2.0mL (Axygen)

e Morteros y pistilos

e Muestras de hojas de quinoa colectadas

e Nitrogeno liquido

e Sorbona (LABCONCO)

6.7. Cuantificacién y Electroforesis en Agarosa

Agarosa 2% (Seakem)

e Blue Juice 10X (Invitrogen)

e (Céamara de electroforesis Enduro GEL XL (Labnet)

e Fotodocumentador (Molecular Imager: BIO-RAD; Gel Doc XR)
e Fuente de poder Scientific Co. EPS-300 IT C.B.S

e Ladder 100bp (Axygen)

e NanoDrop Thermo Scientific 1000

e SYBR Safe (10000X, Inyitrogen)

e TBE 1X
6.8. cDNA-AFLP
6.8.1. Sintesis y purificacion de cDNA

e 10X Buffer Ligasa (Invitrogen)

30




6.8.2.
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e 5X buffer primera hebra (Invitrogen)

e ADN polimerasa I 10U/pl (Invitrogen)

e ARN extraido de hojas de quinoa

e Centrifuga 5415D (Eppendorf)

e DEPC treated water (Invitrogen)

e dNTP mix 10mM (Invitrogen)

e DTT (0.1M, Invitrogen)

e Escherichia coli ligasa 10U/ul (Invitrogen)
e Kit Purelink Quick Gel Extraction and PCR Purification (Invitrogen)
e Microtubos PCR 0.2mL (Axygen)

e NAD (10mM, Sigma Aldrich)

e Primer Oligo dT»s 5” Label Biotin (Biolegio)
e Ribonucleasa H 2U/pl (Invitrogen)

e Superscript I 200U/ul (Invitrogen)

e Termociclador Multigene (Labnet)

UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen)

Corte con enzimas de restriccion BstYI y Msel y Ligacién de Adaptadores

Adaptador BstYI (5 pmol/pl, Tabla 2)

Adaptador Msel (50 pmol/pl, Tabla 2)

ATP (100mM, GE Healthcare)

Buffer 10X RL (1M Tris-HAc, IM MgAc, 4M KAc, 0.077g DTT, 50ng/ul BSA)

Buffer 2X STEX (5M NaCl, 1M Tris-HCI, 0.5M EDTA, 2mL TritonX-100)




Buffer T19Eq; (1M Tris-HCl, 0.5M EDTA)
c¢DNA previamente sintetizado

Dynabeads M-280 Streptavidin (Invitrogen)
Enzima BstYI (10U/ul, New England Biolabs)
Enzima Msel (10U/ul, New England Biolabs)
Ligasa DNA T4 (1U/pl, Invitrogen)
Microtubos PCR 0.2mL (Axygen)
Termociclador Multigene (Labnet)

UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen)

6.8.3. Pre-amplificacion y Electroforesis en Gel de Agarosa

Agarosa 1% (Seakem)

Agua PCR

Blue Juice 10X (Invitrogen)

Buffer 10X PCR (Invitrogen)

Buffer TioEo1 (1M Tris-HCL, 0.5M EDTA)
Céamara de electroforesis Enduro GEL XL (Labnet)
cDNA molde con adaptadores ligados

dNTP mix (10mM, Invitrogen)

Fotodocumentador (Molecular Imager: BIO-RAD; Gel Doc XR)

Fuente de poder Scientific Co. EPS-300 II C.B.S
Ladder 100bp (Axygen)

MgCl, (50mM, Invitrogen)
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e Microtubos PCR 0.2mL (Axygen)

e Primer BstYI + T (50ng/pl, Tabla 3)

e Primer Msel + 0 (50ng/pl, Tabla 3)

e SYBR Safe (10000X, Invitrogen)

e Tagq DNA Polimerasa Recombinante (5U/pl, Invitrogen)
e TBE I1X

e Termociclador T Personal (Biometra)

6.8.4. Amplificacién Selectiva

e Buffer 10X PCR (Invitrogen)

e dNTP mix (10mM, Invitrogen)

e MgCl, (50mM, Invitrogen)

¢ Microtubos PCR 0.2mL (Axygen)

e Primer BstYI+T + N (10ng/pl, Tabla 4)

e Primer Msel + N (5ng/pl, Tabla 4)

e Taq DNA Polimerasa Recombinante (5U/pl, Invitrogen)
e Termociclador T Personal (Biometra)

e UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen)

6.9. Electroforesis en gel de Acrilamida

e Acrilamida (Invitrogen)
e Agua deionizada

e Bind Silane (Sigma Aldrich)
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6.10.
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e Bisacrilamida (Invitrogen)

e Blue Juice 10X (Invitrogen)

e Buffer de carga (Dilucién 1:10 de: 0.0025g azul bromofenol, 0.0025g xileno,
5mL glicerol, SmL urea 5M)

e (Camara de Electroforesis vertical BIORAD Sequi-Gen GT

e Camara fotografica XPOSZ (Canon)

e cDNA producto de PCR

e Etanol al 70%

e Fuente de Poder BIORAD PowerPac HV

e Ladder 10bp (Invitrogen)

e Persulfato de Amonio (J. T. Baker)

e RainX

e Separadores y Peines

e Sigmacote (Sigma)

e Solucién Etanol — Acido acético (96% - 0.5%)

e TBE 10X

e TEMED (Invitrogen)

e Urea (Invitrogen)
Tincion con Nitrato de Plata

e Acido acético glacial (MERCK)
e Agua deionizada

e Formaldehido al 37% (MERCK)




6.11.

Hidréxido de Sodio (MERCK)
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Solucién de Fijacion (Ac. acético 10mL, etanol absoluto 200mL, agua 1790mL)

Solucién de Tincién (AgNO3 4g, formaldehido 3mL, agua deionizada 2L)

Solucion Reveladora (NaOH 30g, formaldehido 4mL, agua deionizada 2L)

Aislamiento y Re-amplificacion de bandas diferenciales

Bisturi

Buffer 10X PCR (Invitrogen)

Buffer T1oEq; (1M Tris-HCI, 0.5M EDTA)
dNTP mix (10mM, Invitrogen)

Incubadora con agitacion (Lab-Line MaxQ 4000)
MgCl, (50mM, Invitrogen)

Microtubos 1.5mL (Axygen)

Microtubos PCR 0.2mL (Axygen)

NanoDrop Thermo Scientific 1000

Primer BstYI+T + N (10ng/ul, Tabla 4)

Primer Msel + N (5ng/pl, Tabla 4)

Taq DNA Polimerasa Recombinante (SU/pl, Invitrogen)
Termociclador T Personal (Biometra)
Transiluminador

UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen)
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7. Métodos

La presente investigacién fue realizada una vez otorgado el permiso de
investigacion cientifica N°30-2011-IC-FLO-DPAP/MA por parte del Ministerio del
Ambiente del Ecuador, para llevar a cabo el analisis molecular cDNA-AFLP de 6

variedades de quinoa del banco de germoplasma del INIAP.

7.1. Siembra de semillas

Las semillas de los seis ecotipos de quinoa fueron sembradas en un sustrato
compuesto por tierra autoclavada y turba Promix en proporcion 50/50. Para la preparacion
del sustrato, se mezcld igual cantidad de tierra y promix en una bandeja plastica y se
humedecio ligeramente la mezcla con agua destilada. A continuacion, se repartié el sustrato
en vasos plasticos desechables de 9 onzas; a los cuales, previamente, se les realizd tres
agujeros en la base para permitir el paso de agua y nutrientes hacia la planta a través de las
raices. De igual manera, los vasos fueron rotulados con los coédigos de los ecotipos
correspondientes. Luego, se coloco 3 semillas de quinoa en disposicion triangular encima
del sustrato colocado en cada vaso y se agregd un poco de tierra autoclavada para cubrir las
semillas. Para cada ecotipo, un total de 30 semillas fueron sembradas (10 vasos por cada
ecotipo). Cada vaso, ya con las semillas sembradas, fue colocado en el interior de un
pequefio plato desechable para controlar las condiciones de riego de manera individual. El
procedimiento descrito en esta seccidn se llevo a cabo en el invernadero del Laboratorio de

Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito.
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7.2. Riego y aporte de nutrientes

El riego fue controlado dos veces por semana; al inicio y al final de cada semana se
regd de manera individual las plantas colocando aproximadamente 20mL de agua destilada
en cada plato. Asimismo, una vez por semana, entre los periodos de riego con agua, se
aplicé aproximadamente 20mL de solucién Hoagland de manera individual en cada plato
para proveer de macro y micronutrientes a las plantas. Estas condiciones de riego y

nutricién se mantuvieron de manera constante a lo largo del desarrollo de las plantas.

7.3. Aplicacién de tratamiento con metiljasmonato

El tratamiento de metiljasmonato fue aplicado una vez que las plantas de quinoa
alcanzaron un estadio de crecimiento 4, en base a la escala BBCH (Meier, 2001). De
acuerdo a Meier (2001), hacia el estadio fenolégico 4 ya se han formado las hojas y se ha
elongado el tallo, luego de lo cual empieza a emerger la inflorescencia dando paso al
estadio de crecimiento 5. En base a este criterio, entre todas las plantas de quinoa que
germinaron, se seleccioné de manera uniforme tnicamente aquellas plantas que se
ajustaban al estadio de crecimiento 4. De esta manera, alrededor de 85 plantas fueron
seleccionadas entre las 180 plantas sembradas, 14 por cada ecotipo, para ser empleadas en
las siguientes etapas de la investigacion. Las 14 plantas elegidas de cada ecotipo fueron
separadas en dos grupos: 7 plantas para aplicar el tratamiento con metiljasmonato y las 7
restantes sirvieron como control. Es importante mencionar que las condiciones ambientales,
de crecimiento y nutricién fueron idénticas para todas las plantas seleccionadas, siendo la
aplicacion de agua destilada en lugar de metiljasmonato la tinica variante entre las plantas

control y las plantas tratadas.
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Previo a la aplicacién del tratamiento, los vasos que contenian las plantas fueron
retirados de los platos desechables empleados para su riego y nutricién, y fueron
transferidos al interior de dos bandejas plasticas (58cm x 38cm x 8.5cm), en las cuales se
colocaria posteriormente la solucion de metiljasmonato y el agua destilada en el caso de las
plantas tratadas y control respectivamente. De esta manera, en cada bandeja existian 42
plantas, 7 por cada ecotipo; en una de las bandejas se adicion6 1.5 litros de solucién de
metiljasmonato a una concentracién 100pM, mientras que en la otra bandeja se afiadio el
mismo volumen de agua destilada. Lambert y colaboradores (2011) recomiendan dicha
concentraciéon de metiljasmonato para elicitar genes asociados a la produccién de saponinas
triterpénicas. Tomando en cuenta que el metiljasmonato es un compuesto volatil se
construyé 2 mini invernaderos caseros para cubrir cada bandeja pléastica luego de la
aplicacién del tratamiento (Anexo 3). Asi, no sélo se fomenté la concentracion del
metiljasmonato dentro del mini invernadero de las plantas tratadas, sino que también se

evit6 que las plantas control tuvieran contacto con este compuesto.
7.4. Colecta de hojas de plantas control y plantas tratadas con metiljasmonato

Los tiempos de colecta de hojas establecidos para esta investigacion fueron 0, 8 y 24
horas, denominados TO, T1 y T2 respectivamente. En cada tiempo se colecto entre 3 y 4
hojas de cada planta. En el tiempo 0 (T0), se colectd hojas entre las 14 plantas
seleccionadas de cada ecotipo antes de tener contacto con el tratamiento de metiljasmonato
o agua destilada. En el tiempo 1 (T1), se colecté por separado hojas de las plantas control
(Tlc) y las plantas tratadas con MeJA (T1t) luego de 8 horas transcurridas desde la
aplicacién del tratamiento; el mismo procedimiento se aplicé en el tiempo de colecta 2

(T2), luego de 24 horas de haber aplicado el tratamiento. El tratamiento fue aplicado a
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tempranas horas de la mafiana (7:00 am), de manera que la colecta luego de 8 horas (T1)
pudiera ser realizada en la tarde antes de la puesta del sol (3:00 pm); evitando asi tener
expresion diferencial de genes asociada a la presencia o ausencia de luz, sino

principalmente debido a la aplicacion del tratamiento con metiljasmonato.

La colecta de hojas se realizd con ayuda de pinzas y bisturi para cortar los peciolos,
luego de lo cual se envolvi6 las hojas colectadas en pequefios sobres de papel aluminio
correctamente rotulados con el tiempo de colecta y el ecotipo correspondiente. Los sobres
fueron almacenados en un termo metalico con nitrogeno liquido hasta finalizar el
procesamiento de todos los ecotipos, minimizando asi la degradacion de los acidos
nucleicos en las muestras. Se colectd hojas verdes jovenes y se excluyo aquellas hojas
cercanas a la inflorescencia y de coloracion ligeramente amarillenta. Una vez finalizada la
colecta, las muestras fueron retiradas del nitrogeno liquido y se las conservd en un

congelador a -80°C para su posterior uso en la extraccion de ARN.
7.5. Extraccion y cuantificacién de ARN

El ARN total se extrajo a partir de un pool de 5 a 7 hojas colectadas para cada
ecotipo en un tratamiento y tiempo de colecta especifico. La extraccion se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito por van Wees y colaboradores (2000). Todo el
procedimiento se realizé en recipientes y racks frios y con materiales libres de RNasas. En
un mortero limpio y previamente enfriado en un congelador a -80°C, se afiadié nitrogeno
liquido e inmediatamente después se agregé las hojas colectadas de una muestra. Las hojas
fueron maceradas con ayuda de un pistilo hasta conseguir un polvo de textura muy fina. En

un microtubo de 2.0mL se colocé el polvo macerado aproximadamente hasta la mitad del
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volumen del tubo y se adiciond 500 pl de buffer de extraccién (previamente calentado para
disolver el SDS). Esta mezcla fue agitada en un vértex y luego, dentro de la sorbona, se
afiadié 500pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1 v/v), nuevamente se agito el
tubo para homogeneizar la mezcla y se centrifugd a 13500 rpm. La fase acuosa localizada
en la parte superior del tubo se transfirié a un nuevo microtubo de 2.0mL y se descartd el
precipitado. Este procedimiento se repiti6 una vez mas; luego de lo cual, la fase acuosa fue
transferida a un nuevo microtubo, al cual se le afiadi6 500pl de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1 v/v), se agit6 y centrifugd la mezcla a 13500 rpm por 1 minuto. A
continuacién, se transfirié la fase superior a un nuevo microtubo y se afadié 150ul de
cloruro de litio 8M. Esta mezcla se incubd a 4°C durante toda la noche para precipitar el
ARN. Al dia siguiente, se centrifugé el microtubo a 14000 rpm durante 15 minutos en una
centrifuga refrigerada Sigma y posteriormente se descarté el sobrenadante. Al microtubo
con el pellet se agregd 500pl1 de etanol al 70% y se centrifugd durante 1 minuto a 14000
rpm, luego de lo cual se descarté el sobrenadante y se dejé secar el pellet durante 1 minuto
dentro de la camara de flujo. Luego, se afiadié 400 pl de agua libre de RNAsas y se incubo
durante 45 minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo, se agité vigorosamente el microtubo
para disolver el pellet. Una vez disuelto, se afiadié 40ul de acetato de sodio (pH 5.2) y
ImL de etanol al 96%. Esta mezcla se incub6 durante 1 hora a -80°C, luego de lo cual se
centrifugd el microtubo durante 2 minutos a 14000 rpm. Se descarté el sobrenadante, se
lavé el pellet con 400pl de etanol al 70% y nuevamente se centrifugo el tubo a 14000 rpm
por 1 minuto. Se descarté el sobrenadante y se dejo secar el pellet durante 1 minuto en la
cdmara de flujo laminar. Finalmente, se resuspendio el pellet en 25ul de agua libre de
RNasas y se conservd el ARN a -20°C. Este procedimiento se repitié con cada una de las

muestras. Al finalizar la etapa de las extracciones, se verificé la integridad del ARN
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extraido por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2% (Figura 2) y la

cuantificacion se llevo a cabo empleando el NanoDrop 1000 Thermo Scientific (Tabla 5).

7.6. Sintesis y purificacién de cDNA

Para la sintesis de la primera hebra de cDNA se incubé durante 2 horas a 42°C, 20ul
del ARN total extraido (concentracion aprox. 75ng/ul) con 20pl del primer mix de sintesis
(1ul primer oligo dT,s bio, 8ul 5X strand buffer, 2pl ANTP mix, 1pl Superscript 11, 4pl
DTT, 4ul agua-DEPC). A continuacién se afiadié 120ul del segundo mix para la sintesis de
la segunda hebra de cDNA (16pl 10X Ligase buffer, 3ul dNTP mix, 6pl DTT, 1.5pl E. coli
Ligasa, 0.8ul Ribonucleasa H, 1.6ul NAD, 5u] DNA polimerasa I, 86.1pl agua PCR). Esta
mezcla se incub6 durante 1 hora a 12°C seguido de 1 hora a 22°C. Una vez sintetizado, el
¢DNA fue purificado siguiendo las instrucciones del kit Purelink Quick Gel Extraction and
PCR Purification de Invitrogen. Finalmente, se realizé una electroforesis en gel de agarosa

al 1% para evaluar si la sintesis y purificacion de cDNA fue exitosa.
7.7. Digestion del cDNA con enzimas y ligacion de adaptadores

La primera digestién del cDNA purificado se realizo con la enzima BstYI; para tal
propésito, se incubé 20pl de cDNA con 20pl del primer mix de digestion (1pl BstYl, 4pl
10X RL buffer, 15ul agua PCR) durante 2 horas a 60°C. Poco antes de finalizar la primera
restriccion se prepard los Dynabeads rodeados de estreptavidina, para lo cual se lavo y
resuspendi6 los beads con buffer 2X STEX. Una vez finalizada la incubacion con BstY1, se
adicion6 40ul de los beads resuspendidos a los 40ul de la primera reaccion de corte y se
incubé la mezcla por 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se coloco un

iman cerca de la base del microtubo para atraer los beads magnéticos hacia el fondo y de
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manera simultinea se retir6 el liquido sobrenadante con ayuda de una micropipeta. En este
punto, los beads atraidos se habran unido a los fragmentos de cDNA marcados con biotina
en su extremo. Luego se retiré el iman, se resuspendi6 los beads en 100ul de buffer 1X
STEX y se transfirio esta mezcla a un nuevo microtubo de 0.2mL. El procedimiento de
atraccién magnética y resuspension de beads se repitié 4 veces de forma idéntica, salvo que

en la tltima repeticion se resuspendio los beads en 30l de buffer ToEo.1-

Para llevar a cabo el segundo corte con la enzima Msel se incub6 los 30pl de beads
resuspendidos con 10pl del segundo mix de digestion (1pl Msel, 4pl 10X RL buffer, 5pl
agua PCR) durante 2 horas a 37°C. Finalizada la incubacion, se afiadié 10pl del mix de
ligacién (1pl adaptador BstY1, 1l adaptador Msel, 1ul 10x RL buffer, 1ul DNA T4 Ligasa,
1ul ATP, 1pl BstYl, 4ul agua PCR) y se incubd esta mezcla por 3 horas a 37°C. Los
adaptadores fueron preparados a partir de secuencias forward y reverse correspondientes a
BstY] y Msel (Tabla 2). Terminada la ligacién, se coloc6 el iman en la base del tubo para
atraer los beads al fondo y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo. Finalmente, el

sobrenadante recuperado fue diluido en 80ul de buffer T1oEo ;-

7.8. Pre-amplificacion

La pre-amplificacién se realizé en un volumen final de 50pl y constd de 5pl de los
fragmentos de cDNA con adaptadores preparados en el paso anterior y 45pl del mix de pre-
amplificacion (1.5l primer BseYI + T, 1.5ul primer Msel + 0, 0.2pl Taq polimerasa, 5pl
10X PCR buffer, 2.5u1 MgCl,, 1pl dNTP mix, 33.3ul agua PCR). Los primers empleados
fueron resuspendidos de acuerdo a las instrucciones del proveedor a una concentracion

stock de 500ng/pl, a partir de la cual se obtuvo las diluciones a una concentracion de
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50ng/ul requerida para la pre-amplificacion. La reaccién de PCR fue realizada en un
termociclador Biometra T Personal bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de 94°C
por 10 s; 25 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 1 min y 72° por 1 min; y una extension final
de 72°C por 1 min (Anexo 3). Con el propésito de determinar si existié amplificacion, los
productos del PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y,
mas adelante, se realiz6 una dilucién 1/10 de dichos productos para proseguir con la

amplificacion selectiva.
7.9. Amplificacién selectiva

Para esta etapa, se dispuso de 124 posibles combinaciones de primers cuyas
secuencias fueron proporcionadas por el Laboratorio de Biologia de Plantas de la
Universidad Ghent de Bélgica. Entre éstas, diez diferentes combinaciones de primers
fueron escogidas al azar para emplearlas en las reacciones de amplificacion selectiva, tal
como se puede observar en la Tabla 4. La reaccién de PCR estuvo compuesta por 5ul de la
dilucién 1/10 del producto pre-amplificado y 15p1 del mix de PCR (0.5pl primer BstYI T+N
10ng/pl, 6pul primer Msel + N 5ng/pl, 0.12pl Tag polimerasa SU/pl, 2pl 10X PCR buffer,
1pl MgCly, 0.4ul dNTP mix, 4.98ul agua PCR). En esta etapa se 1levé a cabo un tipo de
amplificacién conocida con el nombre de “touchdown PCR” (TD-PCR). El TD-PCR es una
variante de la reaccion en cadena de la polimerasa que permite optimizar PCR’s de forma
rdpida y simple. Esta metodologia emplea una temperatura de annealing inicial alta, la
misma que decrece progresivamente a medida que transcurren los ciclos de la reaccion
(Korbie y Mattick, 2008). De esta manera, cada primer se alineard e hibridara con la
secuencia molde a una temperatura especifica dentro del rango de temperatura establecido

por el investigador. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes para todos los
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casos: 94°C por 10 min; 13 ciclos de 94°C por 30 s, 65°C por 30 s (-0.7°C cada ciclo) y
72°C por 1 min; 23 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 s y 72°C por 1 min; y finalmente

72°C por 2 minutos (Anexo 3).
7.10. Electroforesis en gel de acrilamida

Los productos de la amplificacién selectiva fueron separados mediante
electroforesis en gel de acrilamida para visualizar y aislar bandas diferenciales. Para la
elaboracion del gel se preparé 500mL de una solucion stock de acrilamida al 6% (100mL
agua deionizada, 50mL TBE 10X, 28.5gr acrilamida, 1.5gr bisacrilamida, 150.15gr urea
5M). Antes de proseguir con la preparacion del gel se realizé el tratamiento del vidrio y la
camara de electroforesis vertical con la finalidad de facilitar la remoci6n del vidrio con el
gel una vez finalizada la electroforesis. El vidrio fue tratado con etanol al 70% y solucion
bind silane homogeneizada en todo el largo y ancho del vidrio; mientras que la cdmara fue
tratada con etanol al 70%, rain-X y sigmacote. Adicionalmente se limpio los espaciadores y
el peine con etanol al 70%. Una vez listos los materiales se ensambl6 la camara de
electroforesis y se preparé la solucién de acrilamida, para lo cual se coloco 100mL de
acrilamida al 6% en un vaso de precipitacion y se adicion6é 109ul de TEMED y 545ul de
persulfato de amonio 10%. Esta mezcla fue absorbida con una jeringa, y luego de eliminar
las burbujas existentes, se inyecto la solucién en el espacio comprendido entre la camara y
el vidrio. En este punto se introdujo el peine con las puntas hacia afuera y se dejo
polimerizar el gel durante 1 hora. Una vez polimerizado, se colocé el gel en la base para
realizar la corrida. A continuacién se retird el peine, se limpio el frente de corrida y se
reintrodujo el peine con las puntas hacia abajo para formar los pocillos. Luego se realizo

una pre-corrida a 85 Wattios y 45°C durante 30 minutos empleando buffer de carga para
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verificar la calidad de los pocillos y del gel. Durante este intervalo de tiempo se preparo el
ladder y las muestras para la corrida agregando 1l de Blue Juice a 10pl del producto de la
amplificacion selectiva y posteriormente se denaturd esta mezcla a 95°C durante 5 minutos.
Una vez finalizada la pre-corrida se cargd 5pl de las muestras denaturadas y el mismo
volumen de ladder 10bp Invitrogen en los pocillos y se corrid una electroforesis a 85
Wattios y 45°C durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se desarmé la cadmara de

electroforesis y se procedié a realizar la tincién con nitrato de plata (Benbouza, et al, 20006).

7.11. Tincion con nitrato de plata

Una vez desarmada la cdmara, se colocO el vidrio con el gel adherido en una
bandeja con solucion fijadora, previamente enfriada, durante 5 minutos. A partir de este
punto, todo el procedimiento de tincion se realizé en la oscuridad ya que las soluciones de
tincién y revelacidon no pueden ser expuestas a la luz. Se retird el vidrio de la solucion de
fijacién y se lo transfirié a una bandeja con solucién de tinciéon durante 7 minutos con
agitacion constante. Al finalizar los 7 minutos se lavo el gel con agua deionizada durante 8
segundos y se lo coloco en una bandeja con solucién reveladora durante 7 minutos con
agitacion muy leve para evitar que el gel se despegue. Una vez realizado el revelado, se
transfirid el vidrio nuevamente a la bandeja con solucion fijadora durante 3 minutos, y
finalmente se realizé un ultimo lavado del gel con agua deionizada para retirar el dcido
acético. El gel, ya tefiido, se dejo secar durante 40 minutos para continuar posteriormente

con el andlisis y extraccién de bandas diferenciales.
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7.12. Extraccion de bandas y Re-amplificacién

El vidrio con el gel tefiido se coloco sobre un transiluminador de luz blanca para
facilitar la visualizacién de las bandas. Se analizd el patrén de expresion genética en cada
una de las muestras y se identifico las bandas de expresion diferencial por sobre 100 pares
de bases entre controles y tratamientos. Para cada banda diferencial se registr6 la siguiente
informacién: fotografia, cédigo de la banda, ecotipo en el que se expresa, primers
utilizados, tamafio de la banda en pares de bases y finalmente el detalle de expresion (gj.
subexpresion o sobreexpresion en controles o tratamientos). Una vez tomados los datos, la
banda identificada fue aislada del gel realizando un corte preciso con ayuda de un bisturi,
luego de lo cual, el pedazo de gel con la banda de interés fue transferido a un microtubo de
1.5mL correctamente rotulado con 50ul de buffer TyoEo ;. Este microtubo fue incubado a
37°C con agitacién durante toda la noche y al dia siguiente el sobrenadante fue transferido
a un nuevo microtubo de 1.5mL. El sobrenadante recuperado fue empleado para llevar a
cabo la reaccién de re-amplificacion. En dicha reaccion se mezclo Sul del sobrenadante y
15pl del mix empleado en la amplificacion selectiva con los primers correspondientes para
la banda aislada. Asi también, las condiciones del PCR touchdown fueron las mismas

empleadas para la amplificacion selectiva.
7.13. Preparacion de muestras y secuenciacion

De un total de 180 bandas aisladas y re-amplificadas, se selecciono 25 muestras para
llevar a cabo la secuenciacién de ambas hebras de ADN. Principalmente se eligié bandas de
sobreexpresion en el tratamiento con metiljasmonato luego de 8 horas de su aplicacion, asi

como bandas con sobreexpresion en ambos tratamientos con metiljasmonato luego de 8 y
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24 horas con respecto a los controles. Dichas bandas son consideradas y denominadas como
“bandas de interés” mas adelante en la seccién de resultados y discusion. Este criterio de
seleccion se aplicé en base a la literatura consultada, la cual reporta que los genes asociados
a la sintesis de metabolitos secundarios (factores de transcripcion o enzimas) se
sobreexpresan entre las 4 y 24 horas luego de haber aplicado un tratamiento con
metiljasmonato (Pollier, et al, 2011). El ADN de las 25 muestras seleccionadas fue
cuantificado en el NanoDrop 1000 Thermo Scientific, para verificar que exista una
concentracién adecuada de ADN para proseguir con el secuenciamiento. La secuenciacion
de las muestras fue realizada por la empresa Functional Biosciences, Inc. situada en
Wisconsin, Estados Unidos; por lo cual, las muestras y las alicuotas de primers fueron
cuidadosamente etiquetadas y selladas para su envio por correo. Las muestras fueron
etiquetadas con el codigo de la banda y los primers con los que fueron amplificados.
Ademas, se envié 100ul de primers diluidos a una concentracién 10uM. Los tubos fueron
sellados con parafilm e introducidos en un sobre junto con la orden de secuenciacion, para
su posterior envio. Los resultados de la secuenciacion fueron publicados en el portal de

internet de Functional Biosciences Inc. luego de 72 horas del envio de muestras.

7.14. Analisis de resultados

En primera instancia los resultados de la secuenciacién fueron procesados
empleando el software informatico STADEN, que consta del programa “pregap4” para el
procesamiento y preparacién de secuencias; y el programa Gap4 que permite el ensamblado
y edicién de secuencias. Unicamente 13 de las 25 secuencias fueron procesadas con el
programa STADEN. Cuando las secuencias no son de buena calidad, el programa “pregap

4” no las admite y por lo tanto no es posible procesarlas (STADEN, 2007). Por tal razén,
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las 12 muestras no admitidas por “pregap 4” fueron procesadas empleando el programa de
alineacién de secuencias MEGAS. Una vez ensambladas las secuencias, éstas fueron
comparadas con la informacién disponible en la base de datos GenBank del NCBI mediante
el software BLAST vy la base de datos cDNA-ref/seq de Arabidopsis thaliana (TAIR) para

encontrar homologias con genes o secuencias reportadas en otras especies de plantas.
8. Resultados
8.1. Germinacion de semillas y colecta de hojas

Se obtuvo buenos porcentajes de germinacion de semillas en 5 de los 6 ecotipos de
quinoa analizados como se puede observar en la Figura 2. La menor tasa de germinacién
fue 60%. Para todos los ecotipos hubo suficientes plantas para llevar a cabo la aplicacién de

tratamientos con agua (control) y metiljasmonato.

Entre las 14 plantas seleccionadas de cada ecotipo, 7 fueron tratadas con
metiljasmonato y 7 sirvieron como control. Para cada tiempo (T0, Tlec, TIt, T2c, T2t) se
colecté en promedio 14 muestras (aprox. 7 muestras control y 7 muestras de plantas
tratadas). Cada muestra estaba conformada por 2 a 3 hojas tomadas de una misma planta de
quinoa. Alrededor de 90 a 96 muestras de hojas fueron recolectadas en total para cada
ecotipo. A partir de las 7 muestras que aproximadamente se tomaron en un mismo
tratamiento y tiempo de colecta en cada ecotipo (T0, Tlc, T1t, T2c, T2t) se realiz6 un pool

de hojas para llevar a cabo la extraccion de ARN.
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8.2. Extraccion y cuantificacion de ARN

El método de extracciéon de ARN demostr6 ser muy efectivo pues se obtuvo ARN
limpio e integro. Tal como se puede observar en la Figura 1, se obtuvo ARN total intacto
pues se puede apreciar la presencia de las bandas correspondientes al ARN ribosomal y
ARN mensajero en el gel de agarosa. Ademas, el protocolo aplicado permiti6 obtener ARN
de buena calidad y altas concentraciones, como se puede ver en la Tabla 5. Estos resultados
son importantes, ya que el éxito de la técnica de cDNA-AFLP depende en gran parte de la
calidad del ARN del que se parte. Debido a las altas concentraciones del ARN aislado, éste
fue diluido a una concentracién aproximada de 75ng/ul para ser empleado posteriormente

en la técnica de cDNA-AFLP.

8.3. cDNA-AFLP one gene — one tag

Para desarrollar la técnica de cDNA-AFLP se escogié 5 muestras de ARN por cada
ecotipo, una por cada tiempo de colecta (TO: antes de aplicar tratamiento, T1: & horas
control, T1: 8 horas tratamiento, T2: 24 horas control y T2: 24 horas tratamiento). La
sintesis de cDNA fue exitosa para las 30 muestras escogidas, lo cual se evidencié mediante
electroforesis en gel de agarosa (Figura 3) donde se puede observar un barrido en el rango
de 100 — 500 pares de bases. El resultado en la primera etapa del proceso fue satisfactorio,

por lo cual se continué con la preparacion del template para la pre-amplificacion.

La pre-amplificacién de las 30 muestras fue realizada con los primers BstYI+T y
Msel. Con una temperatura de annealing de 56°C, se evidencié amplificacion en todas las
muestras. En la Figura 4 se puede apreciar un barrido sustancial entre 50 y 500 pares de

bases, lo cual se puede interpretar como una pre-amplificacion exitosa. El resultado
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positivo luego de la pre-amplificacion fue de gran importancia. Por un lado permitié
continuar hacia la etapa de la amplificacién selectiva, y por otra parte permiti6 corroborar
que el proceso de corte, atraccién magnética de beads y ligacién de adaptadores fue

correctamente realizado.

8.4. Amplificacion selectiva y electroforesis en gel de acrilamida

En la fase final de la técnica de cDNA-AFLP se amplifico selectivamente las 30
muestras pre-amplificadas, empleando 10 diferentes combinaciones de primers (Tabla 4).
Los resultados fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de acrilamida (Figura 5 -

14).

De manera global, a partir de las 10 combinaciones de primers, se extrajo 180
bandas diferenciales. Entre las 180 bandas diferenciales identificadas, 37 fueron bandas de
subexpresién en los tratamientos con metiljasmonato. Por su parte, las 143 bandas restantes
fueron de sobre-expresién en los tratamientos. La informacién detallada sobre las bandas

extraidas en cada uno de los ecotipos se observa en la Tabla 6.

Para la mayoria de combinaciones de primers se observé amplificacion en las 30
muestras; salvo la combinacién de primers BstYI + T2/Msel 42. Empleando ésta
combinacién, 29 de las 30 muestras amplificaron; mientras que la muestra correspondiente
al tratamiento con MeJA a las 8 horas no amplific6 en el ecotipo ECU-229; por tal razon no
se extrajo bandas diferenciales de dicho ecotipo (Figura 5). Para los 5 ecotipos restantes
fueron extraidas del gel 7 bandas diferenciales de interés, de las cuales 5 presentaron

subexpresion en el tratamiento con MeJA a las 24 horas, 1 subexpresion en los tratamientos
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con MeJA (8 y 24 h) y 1 sobreexpresién en ambos tratatamientos con MeJA (8 y 24h)

(Figura 5).

La segunda combinacién de primers analizada fue BstYI + T2/Msel 12, en la cual se
observé amplificacién en las 30 muestras; y en relacién a la combinacion de primers
anterior, las bandas generadas fueron mas intensas. En total se extrajo 20 bandas
diferenciales: 8 bandas de subexpresion en el tratamiento con MeJA a las 24 h, 6 de
sobreexpresion en el tratamiento con MeJA a las 24 h y 6 bandas que mostraron

sobreexpresién en ambos tratamientos con MeJA (8 y 24 h) (Figura 6).

Para la tercera combinacién de primers, BstYI + T2/Msel 21, se extrajo 16 bandas
diferenciales, de las cuales 10 fueron bandas de sobreexpresion en el tratamiento MeJA a
las 24 h, 4 bandas de sobreexpresion en el tratamiento con MeJA a las 8 y 24 h, 1 banda de
subexpresion en el tratamiento a las 8 h y 1 banda de subexpresion en los tratamientos a las
8 y 24 horas. Adicionalmente, como se puede apreciar en la Figura 7, en todas las muestras

analizadas se observo amplificacion.

La cuarta combinacién de primers empleada fue BstYI + T2/Msel 22, a partir de la
cual se extrajo un total de 15 bandas diferenciales. De las 15, 9 fueron bandas de
sobreexpresién en tratamiento con MeJA a las 24 h, 2 de sobreexpresion en tratamientos a
las 8 y 24h de colecta, 3 bandas de subexpresion en tratamienfo alas 24 h y 1 banda de
subexpresion a las 8 y 24 h en tratamientos. La muestra control (T0) para el ecotipo ECU-

225 no amplificé; las 29 muestras restantes si mostraron amplificacion (Figura 8).

En la combinacién de primers BstYI + T2/Msel 31 se observé amplificacion en las

30 muestras, como se aprecia en la Figura 9. Un total de 26 bandas diferenciales fueron
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aisladas del gel: 13 bandas correspondientes a sobreexpresion en tratamiento con MeJA a
las 24 h, 6 bandas de sobreexpresién en los tratamientos a las 8 y 24 h, 6 bandas de
subexpresion en el tratamiento a las 8h y 1 banda de subexpresion en los tratamientos a las

8 y 24 horas de colecta.

La sexta combinacién de primers analizada fue BstYI + T2/Msel 44. A partir de la
amplificacién con estos primers se pudo extraer 9 bandas de interés, de las cuales 5
presentaron sobreexpresion en tratamiento con MeJA a las 24 h, 3 bandas de
sobreexpresion en tratamiento tanto a las 8 como a las 24 horas y 1 banda de subexpresion
en tratamientos a las 8 y 24 horas. Para las 30 muestras analizadas se evidencid

amplificacion en el gel de acrilamida (Figura 10).

De igual manera, se observd amplificacion en las 30 muestras analizadas con la
combinacién de primers BstYI + T2/Msel 11 (Figura 11). En total se aislé 24 bandas
diferenciales: 21 bandas de sobreexpresion a las 24 h en el tratamiento con MeJA, 1 banda
de sobreexpresioén a las 8 y 24 h en los tratamientos y 2 bandas de subexpresion a las 8 y

24 horas de colecta en los tratamientos con metiljasmonato.

La siguiente combinacién de primers que se probd fue BstYI + T2/Msel 33, en la
cual se obtuvo amplificacién exitosa en las 30 muestras analizadas (Figura 12). Para esta
combinacién de primers se extrajo 25 bandas de expresion diferencial: 6 bandas de
sobreexpresién en tratamiento a las 8 h, 7 bandas de sobreexpresion a las 24 h en
tratamiento, 8 bandas de sobreexpresion a las 8 y 24 horas en los tratamientos con MeJA, 3
bandas de subexpresion en tratamiento a las 24 h y 1 banda de subexpresién a las 8 y 24

horas de colecta después de la aplicacion de MeJA.
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A partir de la combinacién BstYI + T2/Msel 34 se pudo extraer 20 bandas
diferenciales, de las cuales 4 bandas fueron de sobreexpresion en el tratamiento de MeJA a
las 8 h de colecta, 13 bandas presentaron sobreexpresion en los tratamientos con MeJA a
las 24 h y finalmente 3 bandas de subexpresion a las 8 y 24 h después de aplicar el
tratamiento de metiljasmonato. En la Figura 13 se puede observar amplificacién en las 30

muestras.

La tltima combinacién de primers analizada fue BstYI + T2/Msel 41, a partir de la
cual se obtuvo 18 bandas diferenciales: 10 bandas de sobreexpresién a las 8 h en el
tratamiento con MeJA, 4 bandas de sobreexpresion a las 24 h en tratamientos y 4 bandas de
sobreexpresion a las 8 y 24 h en los tratamientos con MeJA. Como se aprecia en la Figura

14, todas las muestras amplificaron empleando esta combinacién de primers.

Se pudo observar que la combinacién de primers BstYT + T2/Msel 42 no fue muy
informativa, pues no se identific6 mayor nimero de bandas diferenciales; ademas, la
mayoria de bandas generadas eran tenues (Figura 5). Mientras tanto, las combinaciones
BstYI + T2/Msel 11, BstYI + T2/Msel 12, BstYI + T2/Msel 31, BstYI + T2/Msel 33 y
BstYI + T2/Msel 34 fueron altamente informativas. A partir de estas combinaciones se

pudo extraer 115 bandas diferenciales en total.

ECU-225 y ECU-229 fueron los ecotipos de quinoa dulce y amarga respectivamente
de los cuales se extrajo el mayor namero total de bandas diferenciales. No obstante, a partir
de los ecotipos ECU-524 y ECU-225 de quinoa dulce y ECU-323 y ECU-234 de quinoa

amarga se extrajo el mayor numero de “bandas diferenciales de interés” (sobreexpresion en
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tratamientos con MeJA a las 8h 6 a las 24 y 8h) en base al criterio planteado en la seccion

de métodos.

8.5. Re-amplificaciéon de bandas diferenciales y seleccion de muestras para

secuenciacion

Las 180 bandas extraidas fueron re-amplificadas, luego de lo cual, el producto de
dicha reaccion fue visualizado en geles de agarosa al 1%. Como se puede observar en la
Figura 15, la re-amplificacion fue exitosa para la mayoria de muestras y salvo unas pocas
excepciones, se observd una sola banda en las muestras re-amplificadas. Entre las 180
bandas re-amplificadas, apenas 25 muestras presentaron doble banda o bandas multiples
(13.88%), 8 muestras no re-amplificaron (4.44%) y las 147 muestras restantes presentaron
una sola banda en agarosa (81.66%). Para la posterior seleccién de bandas a secuenciar, se
descartd las muestras en las que se observd multiples bandas en el gel de agarosa, al igual

que las muestras no re-amplificadas.

Entre las 180 bandas diferenciales aisladas, se seleccioné 25 muestras para llevar a
cabo el andlisis de secuenciacion. El nimero de muestras a secuenciar fue determinado
principalmente en funcién del presupuesto del proyecto para la fase de secuenciacién. El
criterio de seleccién estuvo basado en el siguiente pardmetro: se selecciond Unicamente
bandas correspondientes a sobreexpresion en tratamientos con metiljasmonato respecto a
los controles. Entre éstas, se selecciond aquellas que presentaron sobreexpresion
tinicamente a las 8 h de colecta 6 a las 8 y 24 h de colecta después del tratamiento con

MeJA. Tal como se menciond en la seccién 7.13, este criterio de seleccién fue determinado
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en base a la literatura consultada y por recomendacion de investigadores con amplia

experiencia en este campo de estudio.

De esta manera, el niimero de bandas se redujo a 55. Entre este grupo, se seleccion6
25 bandas que presentaron una sola banda en agarosa luego de la re-amplificacion y cuya
sobreexpresion fue muy notoria en el gel de acrilamida. Las 25 muestras seleccionadas
fueron cuantificadas en NanoDrop 1000 Thermo Scientific. Entre las 25 bandas
seleccionadas, 12 fueron aisladas a partir de ecotipos de quinoa dulce y 13 a partir de
ecotipos de quinoa amarga. En la Tabla 7 se presenta detalles adicionales de las 25
muestras seleccionadas para la secuenciacion, incluyendo los codigos de banda, primers

empleados y tamafio de las bandas en pares de bases.

8.6. Secuenciacion

Como se menciono en la seccién 7.14, 13 de las 25 secuencias fueron analizadas
con el programa STADEN; mientras que las 12 secuencias restantes fueron analizadas con
el programa MEGAS. Una vez procesadas las 25 secuencias con los programas STADEN y
MEGAS, éstas fueron comparadas con la informacién disponible en el GenBank a través de
la herramienta BLASTn del NCBI. Adicionalmente, las 25 secuencias también fueron
analizadas a través de la herramienta BLAST ref/seq exclusiva de cDNA, disponible en la

base de datos TAIR de Arabidopsis thaliana.

El anilisis de las 25 secuencias con el programa “nucleotide blast” del NCBI
permitié identificar los siguientes 6 genes de funcién conocida: succinato deshidrogenasa,
proteina arabinogalactano, 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, quinona reductasa, O-

aciltransferasa y proteina asociada a lipidos. Estos genes fueron identificados en las bandas
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diferenciales a las cuales se les asigné los siguientes codigos: 10.3, 40.2, 58.1, 166, 46.3 y
72.1; las mismas fueron amplificadas con las siguientes combinaciones de primers:
BstYIT2/Msell12, BstYIT2/Msel21, BstYIT2/Msel22, BstYIT2/Msel41, BstYIT2/Msel22
y BstYIT2/Msel31 respectivamente. Siguiendo el mismo orden de los codigos de las
bandas, dichas secuencias se aislaron en los siguientes ecotipos: ECU-225, ECU-234, ECU-
234, ECU-524, ECU-524 y ECU-323, 3 de quinoa dulce y 3 de quinoa amarga. De éstas 6
secuencias, 2 fueron obtenidas a partir de bandas sobreexpresadas en el tratamiento con
MeJA a las 8 h de colecta. Dichas secuencias corresponden a las enzimas succinato
deshidrogenasa y quinona reductasa. Las demds secuencias, correspondientes a la proteina
arabinogalactano, 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, O-aciltransferasa y proteina
asociada a lipidos, se obtuvieron a partir de bandas que presentaron sobreexpresion en los
tratamientos con MeJA a las 8 y 24 h de colecta de hojas. A parte de estas 6 secuencias, las
19 restantes mostraron homologia con secuencias de ARN ribosomal, proteinas no
caracterizadas de Glycine max y secuencias cDNA-AFLP sin funcién conocida en especies
tales como Catharanthus roseus, Medicago truncatula, Sesbania rostrata, Vitis vinifera y

Capsicum annuum.

Por su parte, el andlisis de las 25 secuencias con el programa “BLAST cDNA
ref/seq” de la base de datos TAIR permitié identificar 16 genes de funcién conocida
reportados en Arabidopsis thaliana; sin embargo, los “e-value” fueron mayores en
comparacion a los obtenidos con la herramienta BLASTn. De los 16 genes identificados
con la base de datos TAIR, unicamente 2 (succinato deshidrogeansa y quinona reductasa)
coincidieron con los resultados obtenidos empleando la herramienta BLASTn del NCBI;

mientras tanto, los 14 genes restantes no mostraron relaciéon alguna con los resultados
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obtenidos a partir del andlisis con BLASTn. A parte de los 16 genes identificados, 4
secuencias fueron homologas a proteinas de funcidn desconocida en Arabidopsis thaliana,
1 secuencia mostr6 homologia con RNA ribosomal y 3 secuencias no presentaron ninguna
homologia con la informacion disponible en esta base de datos. Entre los 16 genes
identificados, se pudo hallar enzimas de la familia del citocromo P450, reguladores y
factores de transcripcion y otras enzimas involucradas en reacciones de transferencia de
grupos funcionales (Tabla 8). Cuatro de las 16 secuencias que mostraron homologia con
genes de Arabidopsis fueron amplificadas con la combinacién de primers BstYI1T2/Msel33,
3 fueron amplificadas con la combinaciéon BstYIT2/Msel21, 3 mas fueron amplificadas
empleando la combinacion BstYIT2/Msel22 y las 6 secuencias restantes fueron
amplificadas con las siguientes combinaciones: BstYIT2/Msel31, BstYIT2/Msel4l,
BstYIT2/Mselll, BstYIT2/Msell2, BstYIT2/Msel34 y BstYIT2/Msel42. Asimismo, los
16 genes identificados provinieron de 8 secuencias aisladas de ecotipos de quinoa amarga
(4 de ECU-234 y 3 de ECU-323) y 8 secuencias aisladas de ecotipos de quinoa dulce (5 de
ECU-524 y 3 de ECU-225). Finalmente, de los 16 genes identificados, 8 fueron secuencias
de sobreexpresién en tratamientos a las 8 y 24 h; los 8 restantes fueron secuencias de

sobreexpresion a las 8 h de haber aplicado el tratamiento con MeJA.

En total 20 genes fueron identificados a partir del analisis con las herramientas
BLASTn y BLAST cDNA ref/seq. La informacién detallada sobre los resultados obtenidos

a partir de ambas bases de datos pueden ser apreciados en la Tabla 8 y 9.
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9. Discusion

9.1. Germinacion de semillas

El sustrato escogido para la germinacién y el método de nutricion empleado
demostraron ser efectivos para el desarrollo de plantulas de la mayoria de ecotipos de
quinoa analizados. Sin embargo, para ciertos ecotipos, en particular ECU-225 y ECU-382
se obtuvo bajos porcentajes de germinacién; lo cual puede ser atribuido directamente a la
calidad de la semilla. Como se mencioné previamente en este trabajo, las semillas
provinieron del banco de germoplasma del INIAP. Usualmente, la viabilidad de las semillas
que son conservadas en bancos de germoplasma decrece con el paso del tiempo (Rao et al,
2007); ésta puede ser una explicacién a los bajos porcentajes de germinacion observados en
ciertos ecotipos. Por ésta razén, los responsables de los bancos de germoplasma deben
monitorear continuamente la viabilidad de las semillas para evaluar su capacidad de

germinacion y generacion de plantas viables.

9.2. Tratamiento con metiljasmonato

El método de “drench” y aislamiento (mini invernadero casero) escogido para la
aplicacién del tratamiento con metiljasmonato fue exitoso para inducir la expresion de
diversos genes en las plantas de quinoa. En un ensayo anterior, se habia probado un método
de aplicacién por “spray”, el cual no fue efectivo debido a la presencia de una capa cerosa
presente en la superficie de las hojas de quinoa, lo cual impidi6 la absorciéon del
metiljasmonato. El método de aplicacion por drench, asi como las condiciones de
aislamiento en las que se aplicé el metiljasmonato, fueron efectivos para inducir la

expresion diferencial de genes entre las plantas tratadas y las plantas control. Esto se pudo
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verificar a través de los resultados de amplificacion observados con cada combinacion de
primers en los geles de acrilamida; de los cuales se extrajo un total de 180 bandas
diferenciales entre controles y tratamientos. Como se mencioné anteriormente, diversos
tipos de estrés bidtico o abidtico pueden ocasionar una respuesta a nivel genético en las
plantas. En el presente estudio, tanto las plantas control como las plantas que recibieron
metiljasmonato, fueron tratadas en condiciones idénticas de temperatura, humedad, riego,
exposicién a la luz, etc. De esta manera, la tinica variante entre ambos grupos de plantas fue
la aplicacién de metiljasmonato. En consecuencia, las diferencias en cuanto a expresion
genética entre plantas control y tratamiento podian ser atribuidas casi de manera exclusiva a
la aplicacién de metiljasmonato. Algunos de los resultados de la secuenciacion
corroboraron esta aseveracion, pues ciertos genes tales como: O-metiltransferasa, succinato
deshidrogenasa, proteina quinasa, sulfotransferasa, factor de respuesta al etileno, dedos de
zinc y fosfoshikimato sintasa ya han sido reportados en estudios previos en respuesta a
tratamientos con metiljasmonato (Sathiyamoorthy, et al, 2010; Sasaki, et al, 2001; de Rosa,

et al, 2005; Jung, et al, 2007).

Los tiempos de colecta de muestras establecidos en este trabajo, concuerdan con los
tiempos reportados en estudios relacionados al descubrimiento de genes de la ruta
metabélica de las saponinas en especies como Panax ginseng, Centella asidtica, Medicago
truncatula y Maesa lanceolata (Pollier, et al, 2011). Ademds, gracias a la experiencia de
estas investigaciones, se sabe que entre las 4 y 24 horas posteriores al tratamiento con
metiljasmonato tiene lugar la sobreexpresion de la mayoria de genes potencialmente
involucrados en el metabolismo de las saponinas (Pollier, comunicacién personal). Por lo

tanto, no solo los tiempos de colecta, sino también los criterios de seleccion de bandas
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diferenciales para la secuenciacién, son factores de suma importancia para poder cumplir

con el objetivo general planteado en el presente estudio.

9.3. cDNA-AFLP one gene — one tag

Como se menciono al inicio de este documento, la técnica de cDNA-AFLP es una
herramienta basada en la amplificacién selectiva de fragmentos de cDNA generados a partir
del corte con enzimas de restriccidn, separacion electroforética de dichos fragmentos y
andlisis de patrones de expresion genética diferencial entre muestras tratadas y controles
(Weiberg, et al, 2008). No obstante, la distribucion desigual de los sitios de corte para las
enzimas empleadas afecta negativamente la eficiencia del cDNA-AFLP; siendo una de las
principales limitaciones de esta técnica la alta redundancia debido a que mas de un
fragmento puede ser generado a partir de un mismo transcrito (Weiberg, et al, 2008). En el
presente estudio se pudo aplicar un protocolo modificado de esta técnica, denominado one
gene- one tag, el cual permitié superar la limitacién de la técnica original con respecto a los
altos niveles de redundancia. Por medio de la atraccion magnética de las micro esferas
“Dynabeads” se redujo a 1 o 2 el nimero de fragmentos generados a partir de un mismo
transcrito. Ademés de reducir los niveles de redundancia, el éxito de la aplicacién de la
técnica one gene — one tag facilité el analisis de los resultados. Como se observa en las
fotografias de los geles de acrilamida (Figura 5 — Figura 14), no se gener6 una enorme
cantidad de bandas, lo cual hizo més sencillo el andlisis y comparacién de los patrones de
expresion genética. Asimismo, la reduccién del nimero total de bandas generadas, facilitd
el aislamiento y corte preciso de las bandas diferenciales de interés, lo cual puede ser
ratificado gracias a los resultados de la re-amplificacién, en donde mas del 80% de

muestras mostraron una sola banda en agarosa.
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La combinacion de endonucleasas de restriccién empleada permitié generar varias
bandas diferenciales de interés. Varios estudios que han aplicado la técnica de cDNA-AFLP
en plantas de los géneros Nicotiana, Brassica y Arabidopsis también han remarcado la
capacidad de las enzimas Msel y BstYI para producir fragmentos altamente informativos

(Fusco, et al, 2005; de Paepe, et al, 2004).

Como se puede observar en la Tabla 8, varias muestras secuenciadas y analizadas
con la herramienta BLASTn del NCBI mostraron homologia con secuencias de tipo cDNA-
AFLP en diversas especies de plantas. Aunque el objetivo primordial de este estudio era
descubrir entre las 25 secuencias genes asociados a la biosintesis de saponinas triterpénicas,
el haber hallado homologia con fragmentos cDNA-AFLP es también un resultado positivo,
pues indirectamente es un indicativo de que la técnica pudo ser replicada con éxito en

Chenopodium quinoa.

9.4. Anilisis de expresion diferencial y seleccion de bandas

Se sabe que mientras mayor sea el numero de combinaciones de primers analizadas,
mayor es la cobertura en el analisis del transcriptoma empleando la técnica de cDNA-AFLP
(Vuylsteke, et al, 2007). En este estudio se probaron tnicamente 10 combinaciones de
primers para realizar un analisis inicial de expresion diferencial. A largo plazo, el objetivo
del convenio entre la Universidad San Francisco y la Universidad Ghent es secuenciar el
genoma completo de una variedad dulce y una variedad amarga de quinoa. Por tal razon,
no fue necesario probar mas combinaciones de primers para lograr una mayor cobertura del

genoma, ya que de cualquier forma se piensa secuenciar el genoma completo de 2 ecotipos
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de quinoa. Ademas, la informacién generada a partir las 10 combinaciones analizadas fue

suficiente como para continuar con los objetivos del presente estudio.

A partir del andlisis de 10 combinaciones de primers se pudo identificar ecotipos de
quinoa con una marcada expresion genética diferencial. Con respecto a los ecotipos de
quinoa dulce, ECU-225 fue el ecotipo del cual se extrajo mayor nimero de bandas
diferenciales totales (48 bandas). Por su parte, del ecotipo ECU-524 no solo se extrajo un
niimero considerable de bandas diferenciales (33 bandas), sino que fue el ecotipo de quinoa
dulce que mayor niimero de “bandas de interés” presenté (7 bandas de sobreexpresién en
tratamientos a las 8 h y a las 24 y 8 h). Ademas, fue el ecotipo de quinoa dulce que mayor
nimero de bandas aporté para los andlisis de secuenciacion (6 bandas). Por otra parte,
dentro de los ecotipos de quinoa amarga, ECU-323 fue el ecotipo del que mayor numero de
“bandas diferenciales de interés” se extrajo (21 bandas). Adicionalmente, fue el ecotipo de
quinoa amarga que mayor nimero de muestras aporté a la secuenciacién (6 bandas).
Ambos ecotipos suman casi la mitad del total de bandas diferenciales de interés extraidas y
la mitad de muestras escogidas para los analisis de secuenciacion. Por esta razon, estos
ecotipos pueden ser considerados como los mas adecuados para llevar a cabo la
secuenciacién de tltima generacion de todo su genoma. No obstante, hay que mencionar
que el nimero de bandas totales, asi como el nimero de bandas de interés identificadas en
cada ecotipo puede ser considerado hasta cierto punto como un criterio subjetivo, pues
depende en gran parte de la persona que realiza el andlisis. Esta etapa de la técnica de
¢DNA-AFLP puede ser considerada como la més critica, ya que la identificacion de bandas
diferenciales estd directamente relacionada a la capacidad de detectar cambios en la

intensidad de las bandas que a criterio del investigador son_significativos (Hu, ef al, 2005).
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En este estudio, todos los geles fueron analizados por una misma persona, justamente para
reducir la subjetividad en los resultados. Por este motivo podemos considerar que la
informacién generada a partir de los 10 primers analizados es util para poder seleccionar los

ecotipos apropiados para llevar a cabo la secuenciacién de ultima generacion.

En base al ntimero de bandas diferenciales extraidas a partir de cada combinacién de
primers, se pudo distinguir combinaciones de primers altamente informativas tales como
BstYIT2/Msell1, BstYIT2/Msel31 y BstYIT2/Msel33. A partir de éstas y ofras
combinaciones escogidas al azar se pudo extraer un promedio de 30 bandas diferenciales
por combinacién de primers analizada, 5 por cada ecotipo en cada combinacion de primers.
En un estudio muy similar realizado en un ecotipo de Brassica napus se emple6 la misma
combinacién de enzimas y se probaron 16 combinaciones de primers al azar. En dicho
estudio se identificé aproximadamente 100 TDFs de sobreexpresion y subexpresion
después de un tratamiento con metiljasmonato; un promedio de 6 TDFs por cada
combinacién de primers analizada (Sarosh y Meijer, 2007). En el estudio de Sarosh y
Meijer, 2007, se identificé un mayor numero de TDFs, en primer lugar debido a que se
probé una mayor cantidad de primers. Ademas, los autores reportan que la identificacion de
TDFs en el gel de acrilamida se realizo en el rango de tamafio de 50 a 500pb. Mientras
tanto, en el presente estudio se emple6 un menor nimero de primers y el andlisis de bandas
diferenciales se realizé en un rango de tamafio mas reducido (100 — 330pb). Si tomamos en
cuenta estos criterios, podemos considerar que los resultados obtenidos en esta
investigacion fueron coherentes, especificamente en lo que respecta al numero de TDFs

identificados.
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Todas las bandas escogidas para la secuenciacién correspondieron a TDFs que
mostraron sobreexpresion en las muestras tratadas con metiljasmonato en el rango de 8 a 24
horas después de la aplicacién del tratamiento. Este criterio de seleccién concuerda con los
resultados obtenidos en investigaciones similares orientadas al descubrimiento de genes del
metabolismo secundario. Jost y colaboradores, 2005, emplearon un tratamiento con
metiljasmonato para investigar cambios en la expresién de 2467 genes asociados al
metabolismo primario y secundario en Arabidopsis thaliana mediante microarrays. Los
resultados de dicha investigacién demostraron que ciertos genes fundamentales del
metabolismo secundario, tales como genes de enzimas sintasas, oxigenasas, transferasas y
fosfatasas se sobreexpresaron como consecuencia del tratamiento con metiljasmonato. De
igual manera, un estudio realizado en Panax ginseng orientado al descubrimiento de genes
asociados a la sintesis de una clase de saponinas triterpénicas denominadas ginsenésidos,
reporté la sobreexpresion de genes importantes en la biosintesis de tales compuestos en
respuesta a un tratamiento con metiljasmonato. Genes codificantes para las enzimas
escualeno sintasa, escualeno epoxidasa y cicloartenol sintasa mostraron sobreexpresion
luego de 8 a 72 h de haber aplicado el tratamiento con MeJA (Kim, et al, 2009). Por lo
expuesto, la prevalencia de bandas de sobreexpresion por sobre las bandas de subexpresion
para llevar a cabo los andlisis de secuenciacion en este estudio, pudo haber ocasionado un

incremento significativo en las probabilidades de encontrar genes asociados a la biosintesis

de las saponinas.
9.5. Secuenciacion y analisis de resultados

La expresion de las 25 bandas seleccionadas fue casi uniforme entre los ecotipos de

quinoa amarga y los ecotipos de quinoa dulce, con una ligera supremacia a favor de los
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ecotipos de quinoa amarga. Ya que todos los ecotipos recibieron el mismo tratamiento con
metiljasmonato; se asume que en todos ellos la sintesis de saponinas se vio elicitada. Por lo
tanto, es normal que haya existido uniformidad en los resultados con respecto a la

expresion diferencial de genes entre los ecotipos dulces y amargos.

Tal como se menciond previamente en los resultados, sélo 2 de los genes
descubiertos con BLASTn fueron también descubiertos con BLAST cDNA ref/seq;
mientras que las 23 secuencias restantes mostraron diferentes resultados con cada base de
datos. Aunque este resultado puede parecer negativo por la falta de coincidencia, es en
realidad un resultado esperado debido a las diferencias existentes entre las bases de datos
empleadas. Por una parte, la herramienta BLASTn realiza la busqueda de homologias de
una secuencia desconocida frente a millones de secuencias disponibles en una amplia base
de datos gendmica. Por tal razdn, para varias de las secuencias consultadas en esta base de
datos fue normal el obtener homologia con diversas secuencias de diferentes especies de
plantas. Por otra parte, la herramienta BLAST cDNA ref/seq realiza la busqueda de
homologias en un ambito mas reducido, pues se enfoca estrictamente en una base de datos
de ¢cDNA. El GenBank, al ser una base de datos genomica, incluye informacion de
secuencias tanto de exones como de intrones; mientras que la base de datos cDNA ref/seq
Ginicamente incluye secuencias de exones. Por tal razén es evidente que los resultados no
van a ser los mismos entre ambas bases de datos. Ya que las muestras empleadas en el
cDNA-AFLP fueron de cDNA, es comprensible que se haya identificado un mayor numero
de homologias en la base de datos de cDNA de Arabidopsis. Adicionalmente, el analisis
mediante la herramienta BLASTn permitié identificar genes homdlogos con valores E muy

lejanos a cero y altos scores, en comparacion a los valores arrojados por la herramienta
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BLAST cDNA ref/seq de Arabidopsis. El valor E “es el numero de secuencias, respecto al
tamafio de la base de datos que estamos usando, que obtendrian la misma puntuacién por
azar al ser alineadas” (UNAM, 2006). Por lo tanto, mientras mayor sea el tamafio de la
base de datos empleada, menor sera el valor E y mds significativos seran los valores
esperados. En este sentido, es normal que los valores E obtenidos con BLASTn sean mucho
menores que los obtenidos con la base de datos de Arabidopsis. De igual manera, la
obtencién de valores E altos no necesariamente indica que la homologia encontrada fue por
causa del azar, ya que dicho valor no sdlo es dependiente del tamafio de la base de datos
empleada, sino que también depende del tamafio de la secuencia analizada. Entonces, es
normal que secuencias de menor tamafio puedan presentar valores E altos debido a que
existe mayor probabilidad de que estas secuencias cortas encuentren homologia en la base

de datos por simple casualidad (UNAM, 2006).

La técnica de cDNA-AFLP es una herramienta con gran potencial para ser
empleada en investigaciones orientadas al descubrimiento de genes (Breyne, ef al, 2003).
A diferencia de otras tecnologias que actualmente se emplean para el andlisis de expresion
genética tales como los microarrays, ésta técnica permite identificar genes que son
expresados de manera diferencial sin tener conocimiento siquiera sobre la secuencia de
aquellos genes. Mientras tanto, los microarrays estan limitados al analisis de la expresion
de genes ya identificados y secuenciados (Hu, et al, 2005). Es asi que, mediante el andlisis
comparativo con bases de datos genomicas y de cDNA, se pudo identificar algunos genes

entre las muestras escogidas para la secuenciacion.

Dos de las 25 secuencias analizadas mostraron resultados similares luego del

analisis con BLASTn y BLAST cDNA ref/seq. Estas secuencias correspondieron a las
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enzimas succinato deshidrogenasa y quinona reductasa. El complejo enzimatico succinato
deshidrogenasa (SDH) est4 involucrado en procesos biolégicos tales como el transporte de
electrones, reacciones de oxido reduccion y el ciclo del acido tricarboxilico (Popov, et al,
2010). Por otra parte, la enzima quinona reductasa (FQR-1) participa entre otras cosas en la
regulacién de la transcripcion y en procesos de 6xido reduccién; adicionalmente, la
sobreexpresion de ambos genes ha sido reportada en respuesta a tratamientos con
metiljasmonato, auxinas y estrés osmotico en estudios relacionados (Sathiyamoorthy, ez al,
2010; Nemhauser, ef al, 2006). Aunque no existe literatura o referencias que asocien a estos
genes directamente a la biosintesis de saponinas triterpénicas, puede considerarse que
forman parte importante de varios procesos fisiolégicos y mecanismos de respuesta a estrés

en la planta (Popov, et al, 2010; Sathiyamoorthy, et al, 2010).

Los 4 genes restantes identificados con BLASTn corresponden a: proteina
arabinogalactano, 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, O-aciltransferasa y proteina
asociada a lipidos. La proteina arabinogalactano (FLA) estd implicada en procesos de
adhesion celular, desarrollo de raices y ha sido reportada en respuesta a diversos tipos de
estrés abidtico (Johnson, et al, 2003; Goossens, et al, 2003). Mientras tanto, poco es lo que
se conoce acerca de la proteina asociada a lipidos. Un estudio realizado por Zeng y
colaboradores, 2011, determind que este tipo de proteinas estan asociadas a la sintesis y
almacenamiento de carotenoides, asi como a los mecanismos de respuesta a estrés en las
plantas. Al igual que los genes anteriormente identificados, estas enzimas parecen
desempefiar una funcién en los mecanismos de respuesta al estrés, mas no ha sido sugerida
su participacién en la biosintesis de saponinas triterpénicas. Por otra parte, la enzima 5-

enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa desempefia un rol importante en la sintesis de
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aminoécidos aromaticos. Enzimas relacionadas como la shikimato transferasa o shikimato
deshidrogenasa han sido reportadas en respuesta a tratamientos con metiljasmonato
(Sathiyamoorthy, et a/, 2010). La importancia de esta enzima en relacion al presente
estudio, radica en su participacién en la biosintesis de metabolitos tales como los
flavonoides, isoflavonoides, terpenoides y quinonas, a través de la via del shikimato y los
terpenoides (Dewick, 2002). Dentro del grupo de genes identificados con BLASTn, uno de
los mas interesantes fue el correspondiente a la enzima O-aciltransferasa. Las enzimas de
tipo aciltransferasas son en gran parte responsables de la inmensa diversidad de metabolitos
secundarios existentes en plantas. Varias enzimas de este tipo han sido reportadas en
respuesta a elicitores como el metiljasmonato (Hadacek, 2002; Lenka, et al, 2012;
Sathiyamoorthy, et al, 2010). Como se mencioné al inicio de este documento, la ruta de
sintesis de las saponinas triterpénicas aun no ha sido completamente caracterizada, apenas
se conoce los genes que participan en las etapas tempranas de sintesis. Es escasa la
informacioén en torno a las etapas tardias de la ruta, en donde el esqueleto de las saponinas
atraviesa por varias modificaciones, principalmente oxidacion, glicosilacién y reacciones
de sustitucién (Haralampidis, et al, 2002). Enzimas de tipo glicosiltransferasas y
monooxigenasas participan en esta etapa de la ruta metabdlica; no obstante otras enzimas
atin no descubiertas podrian estar implicadas también en estas reacciones. Por lo tanto, es
posible que enzimas de tipo aciltransferasas estén involucradas en reacciones de sustitucion
en las etapas tardias de la ruta metabdlica; y en consecuencia, serian importantes para

generar una gran diversidad de saponinas (Hadacek, 2002; Lambert, et al, 2011).

Por otra parte, empleando la base de datos BLAST cDNA ref/seq se pudo identificar

16 genes, de los cuales 2 correspondieron a las enzimas succinato deshidrogenasa y
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quinona reductasa que también fueron descubiertos con la herramienta BLASTn. Los 14
genes restantes fueron muy variados en cuanto a la funcién que desempefian en la planta.
Entre los genes hallados se encontré una proteina rica en glicina; la cual constituye un
componente importante de la pared celular vegetal y se ha demostrado que su sintesis es
parte de los mecanismos de defensa de la planta (Mousavi y Hotta, 2005). También se
identifico una proteina facilitadora principal implicada en la miristoilacion de proteinas:
una modificacién lipidica que sufren ciertas proteinas y que desempefia un rol importante
en procesos fisiologicos y de sefializacion celular asociados a la inmunidad de las plantas
(Traverso, et al, 2008). En base a la literatura consultada, se puede descartar la

participacion directa de estas enzimas en la ruta metabdlica de las saponinas triterpénicas.

Gran parte de los genes identificados estan relacionados a los mecanismos de
respuesta de la planta frente a factores de estrés bidtico y abiético. Es el caso de la enzima
oxidasa alternativa, la cual estd implicada en procesos de oxido reduccién y su
sobreexpresion ha sido reportada en respuesta a tratamientos con metiljasmonato (Fung ,et
al, 2003). Asi también, fue identificado el gen LOS1 codificante para el factor de
elongacion 2 en Arabidopsis. Este gen ha sido identificado en estudios relacionados a la
respuesta a la aplicacion de hormonas, entre ellas el metiljasmonato. (Goossens, et al,
2003). Otra enzima asociada principalmente a mecanismos de respuesta a hormonas y
factores de estrés abi6tico como salinidad y sequia es la proteina quinasa CIPK23. Ademas
esta proteina estd asociada a importantes procesos bioldgicos como la transduccion de
sefiales y la ruta del 4cido absicico y (Xiang, et al, 2007). De igual forma, se identifico una
proteina de la familia F-box cuya funcién principal radica en la degradacién de proteinas

reguladoras mediante ubiquitinacion. También se conoce que esta proteina participa en
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mecanismos fisioldgicos y moleculares de gran importancia tales como: transduccion de
sefiales, respuesta a hormonas (MeJA), desarrollo floral, mecanismos de defensa y
regulacion de la expresion genética (Andrade, et al, 2001; Schumann, et a/, 2011). El rol de
las proteinas F-box es de gran importancia y su expresion puede estar determinada por
varios factores. En el presente estudio podemos suponer que la expresion de este gen podria
deberse en parte al inicio del desarrollo floral en las plantas de quinoa empleadas. Por otra
parte, su expresion pudo haber ocurrido en respuesta al tratamiento con metiljasmonato. Sin
embargo, dado que este gen Unicamente se expresd en plantas tratadas y no en controles, se

asume que su expresion fue regulada netamente por la aplicacion de la hormona.

Dentro de los genes analizados se pudo identificar también importantes reguladores
de la transcripcién. Por ejemplo, una de las secuencias mostré homologia con el factor de
transcripcion de respuesta al etileno. Este es un importante regulador de la expresion
genética en plantas ante la presencia de diferentes factores de estrés (Ofiate y Singh, 2002).
La expresion de este gen ha sido reportada en respuesta a tratamientos con dcido jasmonico
y metiljasmonato en varios estudios. Ademas, se ha demostrado que estos factores de
transcripcion regulan la expresion de genes estimulados con MeJA asociados a la sintesis
de terpenoides (Goossens, ef al, 2003; Vom Endt, et al, 2002). Otro regulador identificado
fue el cofactor MBF-1, el cual estd asociado a la regulacion de la transcripcion y a
mecanismos de respuesta al etileno, metiljasmonato y acido salicilico (Jung Kim, et al,

2007).

Finalmente, un grupo de genes identificados mostraron relacién a diversos procesos
metabolicos en plantas, aunque no han sido asociados en particular a la biosintesis de

saponinas. Dentro de este grupo se pudo identificar la enzima glicosil hidrolasa la cual esta
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involucrada principalmente en el metabolismo de carbohidratos. Es poco lo que se conoce
sobre la participacion de esta enzima en otros procesos metabdlicos. Se ha documentado
que el estrés salino, asi como la aplicacién de acido abscicico y metiljasmonato pueden
inducir una sobreexpresién de este gen (Tyler, et al, 2010). Otro de los genes identificados
fue ACR4 (ACT domain repeat 4), un dominio presente en enzimas asociadas al
metabolismo de aminoacidos y cuya expresion ha sido reportada en respuesta al estimulo
de auxinas (Hsieh y Goodman, 2002). También fueron identificadas 2 enzimas
pertenecientes al grupo de las transferasas. Una de ellas es la sulfotransferasa 4A, la cual
estd asociada al metabolismo de brasinoesteroides y a mecanismos de respuesta a
citoquininas (Clouse, 2011; Klein y Papenbrock, 2004). Adicionalmente, se pudo
identificar la enzima metionina S — metiltransferasa, involucrada en el metabolismo de
aminoacidos. Esta enzima forma parte de la familia de las metiltransferasas, las cuales se
sabe que desempefian un rol importante en la biosintesis de metabolitos secundarios
(Hadacek, 2002). Se desconoce el rol que esta enzima en particular podria desempefiar en la

biosintesis de las saponinas triterpénicas.

Uno de los hallazgos maés interesantes fue el de las enzimas monooxigenasas del
citocromo P450: CYP94D2 y CYP71A23. Las monooxigenasas del citocromo P450
constituyen la familia mé4s numerosa y diversa de enzimas asociadas a la biosintesis de
metabolitos secundarios (Hadacek, 2002). Se ha sugerido que varias enzimas de este tipo
estan involucradas en la biosintesis de las saponinas triterpénicas en diversas especies, tal
es el caso de las enzimas CYP88D6 y CYP93El en Glycine max y CYP51H10 en Avena
spp. (Lambert, et al, 2011). Se sabe que estas enzimas son responsables de llevar a cabo

reacciones de oxidacién en las etapas finales de la biosintesis de las saponinas. Por tal razén
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se puede proponer que los genes descubiertos estdn asociados a la biosintesis de estas
moléculas en la quinoa. Un aspecto importante es que las enzimas descubiertas CYP94D2 y
CYP71A23 no han sido reportadas en ninguna especie en la que se haya llevado a cabo un
estudio orientado al descubrimiento de genes asociados a la ruta metabdlica de las

saponinas.

Los resultados obtenidos en la etapa final del estudio son coherentes, ya que los
genes identificados estan asociados a procesos bioldgicos inducidos por la aplicacion del
tratamiento con metiljasmonato e incluso fue posible identificar genes novedosos

relacionados a la ruta metabolica de las saponinas.

Los genes codificantes para las enzimas monooxigenasas, metiltransferasas,
aciltransferasas y sulfotransferasas posiblemente estarian asociados a la biosintesis de las
saponinas triterpénicas (Hadacek, 2002; Lambert, et al, 2011). Los genes de las enzimas
sulfotransferasa, aciltransferasa y monooxigenasa CYP94D2 se expresaron tanto en
ecotipos de quinoa dulce, como en ecotipos de quinoa amarga. El gen de la enzima
monooxigenasa CYP71A23 se expresé exclusivamente en las quinoas amargas y el gen de
la enzima metiltransferasa se expresé Unicamente en el ecotipo 524 de quinoa dulce. Es
normal que algunos de estos genes se expresen so6lo en quinoa amarga, pues son variedades
con un elevado contenido de saponinas (Repo-Carrasco, et al, 20006). Por otra parte, la
expresion de genes en todos los ecotipos analizados puede ser un indicativo de que estos
genes no sélo estén asociados a la biosintesis de saponinas, que es la principal diferencia
entre los ecotipos amargos y dulces. Probablemente, estos genes también estan asociados a
la produccién de otros metabolitos secundarios cuya concentracién y produccion no varia

entre los ecotipos amargos o dulces. Finalmente, la expresion de genes en ecotipos de
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quinoa dulce resulta interesante, especialmente si se trata de genes que potencialmente
estarfan asociados a la sintesis de saponinas (monoxigenasa CYP94D2, aciltransferasa y
metiltransferasa). De comprobarse que dichos genes estan relacionados a la ruta metabolica
de las saponinas, se podria plantear que la aplicacién de metiljasmonato es capaz de
estimular la expresion de estos genes. En consecuencia, la aplicacion de dicha hormona
serfa capaz de restablecer la produccién e incrementar el contenido de saponinas en
ecotipos de quinoa dulce y amarga respectivamente. De esta forma, la aplicacion de
metiljasmonato podria convertirse en una estrategia efectiva para estimular la produccion
de saponinas en quinoa, sin necesidad de recurrir a metodologias de mayor complejidad y
demanda técnica, como es el caso de la biosintesis combinatoria y otras técnicas de

ingenieria genética.
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10. Conclusiones

El tratamiento de metiljasmonato fue exitosamente aplicado por drench y permitio
elicitar en las plantas de quinoa la expresion de varios genes, entre ellos, genes asociados a

la biosintesis de saponinas triterpénicas.

En el presente estudio, la técnica cDNA-AFLP one gene — one tag fue aplicada por
primera vez en Chenopodium quinoa W, obteniendo resultados satisfactorios en la
identificacion de genes expresados diferencialmente como consecuencia de la aplicacion de

un tratamiento con metiljasmonato.

La amplificacién selectiva empleando 10 combinaciones diferentes de primers
permitié identificar 180 bandas de expresion diferencial entre plantas control y plantas

tratadas con metiljasmonato entre los 6 ecotipos de quinoa analizados.

El anélisis de expresion genética diferencial mediante la técnica cDNA-AFLP one
gene — one tag permitié identificar a los ecotipos ECU-524 y ECU-323, de quinoa dulce y
amarga respectivamente, como posibles candidatos para llevar a cabo futuros andlisis de
secuenciacion de tltima generacién, ya que a partir de los mismos se extrajo el mayor

numero de bandas diferenciales de interés.

La secuenciacién de 25 bandas de sobreexpresion en plantas de quinoa tratadas con
metiljasmonato permitié identificar 20 genes asociados principalmente a procesos
metabolicos, transduccion de sefiales, regulacion de la transcripcion y mecanismos de

defensa y respuesta a estrés en plantas.
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Se pudo identificar genes potencialmente asociados a la sintesis de saponinas
triterpénicas, principalmente enzimas implicadas en las reacciones tardias de la ruta
metabolica, tal es el caso de las enzimas monooxigenasas del citocromo P450,

aciltransferasas, sulfotransferasas y metiltransferasas.

11. Recomendaciones

Varios estudios consultados reportan la expresion de genes asociados al
metabolismo secundario en intervalos de tiempo muy cortos a partir de la aplicacion de un
tratamiento con metiljasmonato. Por lo tanto, es recomendable incrementar el numero de
muestras mediante la eleccion de nuevos tiempos de colecta de hojas a partir de la

aplicacion del tratamiento con metiljasmonato (ej. 2, 4, 12 horas).

Realizar un andlisis preciso acerca de la funcién asociada a los genes descubiertos.
Para tal propdsito, se recomienda aislar y clonar los genes identificados en organismos tales
como levaduras o plantas en los cuales se pueda confirmar la asociacion de dichos genes a

la biosintesis de saponinas triterpénicas.

Aplicar en un futuro la técnica cDNA-AFLP one gene — one tag en otras especies de
plantas para llevar a cabo estudios de expresion diferencial y descubrimiento de genes

asociados a caracteristicas de interés.
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13. Tablas

Tabla 1. Ecotipos de Quinoa analizados mediante cDNA-AFLP

Codizo Localidad Fenotipo
ECU-324  (Corchi- Sen Gsbriel  [Quinoadulee. Grano blance opaco.
ECU-382 tampa:i - Szlcade Quinozdulcz. Plentz smerille. srano nagro.
ECU-225 Pichmcha - hisjiz Oumezdules. hizdursz no unsforme. Grano blenco,
ECU-323  [Tungurchus Quinczzmergzs. Grang smerille intsnzo.
ECU-22%  Pichinchs - Msjia Quinocs emarez. Grano smerille mtenso.
ECU-234 Embabura -Otevzle  [Qumoczzmargs Grane smerillo mtensc.

Informacion proporcionzda por lz Estacién Experimentz]l Santz Catslma - INIAP

Tabla 2. Adaptadores empleados en el cDNA-AFLP one gene — one tag

Adaptadores Iniciales Secuencia{5a 1)
Mzel adaptador forward Mszel- F GACGATGAGTCCTGAG
Msel adaptadorreverse Msel- R TACTCAGGACTCAT
BstYladaptadoer forward BstYI-F CTCGTAGACTGCGTAGT
BstYl adaptadorreverse BstYI- R GATCACTACGCAGTCTAC

Tomado de: Vuylsteke, 2007

Tabla 3. Secuencia de Primers empleados en la Pre-amplificacion

Primers Iniciales Secuencia (57a 3) Annealing
Bs1¥1+ T prmer sf¥I+ T GACTGCGTAGTGATCT s6°C
Msel+ 0 primer Asel+ 0 GATGAGTCCTGAGTAA

Tomado de: Vuylsteks, 2007
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Tabla 4. Secuencia de Primers empleados en las reacciones de AmplificaciénSelectiva

Primers Iniciales Secuencia (5a3)
Bsi¥1+T+ T Forward Ba¥1-T2 GACTGCGTAGTGATCTC
Mszel+ N Reverse Asel+ 11 GATGAGTCCTGAGTAAAA
Msel+ N Reverse Msel+ 12 GATGAGTCCTGAGTAAAC
Msel+ N Reverse Mgl + 21 GATGAGTCCTGAGTAACA
Mzel+ N Reverse Meel+ 22 GATGAGTCCTGAGTAACC
Mel+ N Reverse Megl+ 31 GATGAGTCCTGAGTAAGA
Afzel+ N Reverse Mgl + 33 GATGAGTCCTGAGTAAGG
Msel+ N Reverse Jdzel+ 34 GATGAGTCCTGAGTAAGT
Msel+ N Reverse Misel+ 41 GATGAGTCCTGAGTAATA
AMzel+ N Reverse Mel+ 42 GATGAGTCCTGAGTAATC
Msel+ N Reverse Adzel+ 44 GATGAGTCCTGAGTAATT

*Sacusncias proporcionadas por: Dr. Jacob Pollier — Universidad Ghent (Bélgica)
#En color rojo se observan los nucledtides selectivos de los primers empleados enla
amplificacion selactrva,

Tabla 5. Cuantificacion de ARN extraido para 30 muestras empleadas en la técnica cDNA-
AFLP one gene — one tag.

EcotiposDulces | Muestra {ng/ul) Ecotipos Amargos | Muesira {ng/pl)
13 401.36 22 199,84

59 33022 71 276.56

ECTU-524 128 103 .00 ECU-323 106 28157
102 45241 91 60831

164 183 08 162 183.08
13 133252 28 162046

40 27354 62 230.84

ECTU-382 116 60773 ECU-229 124 14473
82 592 .66 @7 375.06

146 28278 134 469.39

5 10367 32 82052

48 24331 37 28016

ECU-225 113 256658 ECU-234 135 105.88
73 109277 34 738.08

136 30024 152 16098

#Cyantificacion realizada en NancDrop Thermoe Scientific 1000
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Tabla 6. Total de bandas diferenciales extraidas de geles de acrilamida por cada ecotipo

..... lD?rimErs i
= ' Sobre expresion Sub expresién n* Totalde
Ecofipo | Fenotipo s e
| Shis 24hs Shsy 24hs | 8hs 24hs Shsv 24hs
" — _ e .
ECU-524| Dulce = “
7 . - ;
ECU-382| Dulce : i
4
ECU225| Dulee |2 L. L ! 8
. 4 3 2
e o] [T I .. : : 5
3 ‘ .
ECU-229| Amarga - 2 1 2 ki
] ) 2
ECU.234 | Amarga 2 6 2. - 23
Total Bandas | 20 58| 3% o 1 26 1 180

8hs: exprasion s6lo 2 I2s 8 horas de haber splicado &l trztzmiante con metiljzsmonsto (MelA)

24hs: expresién sélo 2las 24 horas de haber splicado <l tratzmiento con metiljzsmonato (MelA)

8hs v 24hs: exprasion 2 las 8 y 24 hores luego de heber splicado < tratzmisnto con metiljasmonate (MeJA)
*] os nimeros mdican &l mimere da bandes diferanciales totzles extraides en cads tratsmiento v cadz ecotipe
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Tabla 7. Bandas diferenciales que se sobre expresaron como resultado de la aplicacion de
metiljasmonato y que fueron seleccionadas para el anélisis de secuenciacion

Cédigo | Ecotipn | Primers Re smplificecion | Tamaiio(pb) | Expresién

w3 | 295 _ BatV+T2MEel1d 180 Sobresxprzitn Shs

3¢ 524 Bat¥+T2-AEsI21 0 | 120 | ZEobreswprssion8hsy J—f._:;
02 | 234 | BefY+T2-Mssl2l | 320 | Sobreexpresibnfhsy24bs
£5.1 534 BstY+T2-NE=122 233  Zobreswpresion 8hs v 24hs
55.1 234 Bef¥+T2-20z2122 | 189 | Zobreswpresion Bhs v34hs

§2 225 . Bst¥+T2-Msel3] 270 Sobresupresion Bha
75.1 228 Bar¥+T2-2EsI31 | 33D  Zphresupresion Bhs

78 228 Bst¥+12-M=el 31 155 Zobresmprezion Shs v 24hs

- 1nl 223 Bar¥+T2-M=l 11 135 Bobresxpresion Shs v 24hs

123 2% Bst¥+T2-AE=l 33 gy 3 Fobreskprasion Shs

130 323 Bar¥+T2-Ns=l 33 334 Sobresxprazion Bhs

132 323  Bef¥+T2-Msel33 | 233 Taobresxpresionfhs
135 | 333 BatX+T2-Alsel 33 184 Sobsemprosion Bhe
143 234  BatY+T2-hMz=l 33 135 | Snbresxpresion Shs

18 382 |  Beaf¥W+T2-Msel34 | 183 Robresxpresion Shzy 24
143 234 Bt ¥+T2-hlzel 3 230 . Sobreswpresion Shs

166 | s2¢ BetY+TaMssl4l | 315 Sobsespresion $hs
148 524 Bei¥+T2-hzel £1 215 Sobresxprasion Bhs v "‘“hs.
176 23 | BetY+TaMsel4l | 155 Sobsasypresion 8hs

182 | 234 | BerveT2MGeldl | 125 Sebresiprasidn Shs

42 | 225 _ Bar¥-T2-MeI42 330 | Sobrssupresiom 8hs v 24hs
171 | 382 Bor¥+T2-Meli2 | 118 Sobseexpresion Bhs v 24hs
381 | =3 o n e B B __ Sabrseupresian 8hs v 24hs
253 524 BstY+T2-Mz=122 | 240 Zobresuprezion Bhs v 14
721 | 33 BatY+D-MGel3) 330 Sabrespresiin 8hs y 24hs

Cédigo: codigo de identificacion de bands

Ecotipo: ecotipo de quinoa dsl cual s2 2510 12 banda

Primers: primers emplezdos para re-smplificacion

Tamafio: tamafic de lz banda diferencial aislada en gel de acrilamida

Expresion: detzlle de exprezion de banda en tratzmientos zles 8 w24 hs de haber
gplicade metiljzsmeonate.
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Tabla 8. Homologias encontradas para las bandas diferenciales en la base de datos del
GenBank (NCBI) y cDNA (TAIR) mediante las herramientas BLASTn y BLAST cDNA
ref/seq respectivamente

Banda Homologia
BLAST® yvalor-E BLAST ¢DNArefiseg valor-E

103 [Succinzio deshidsoznzsz z-33  |Succinzto deshideozznzsz 1513
35 |ARN rbosomsl [Protzinz dez 2n slicing 033
452 [Protsinzzshinosslzoane QS xidzsz itemativa {AQRIS) 83
483 [dosssncond homelaze Pztioning S-metiltransfzems: o8l
33 |-enclpimvilsbbimete-3-fosfng simasz 317 P’sm:xa fzilitzdorz principsl 53
2 Do 5= snconisd homolasa [entsine dzzcamacidz
753 [Frzzrento CDNA-AFLP Catitgraniinus rocees 051 [Feoerde Trensoripcidn dassspussta 2l arilane (ERFRE) 13
S Frzorenio ¢DNA-AFLP Medicags rruncamnia 231 |aRNribozamsl

151 [Frzomenio «DNA-AFLE Midicape runcanuia 273 [ProtmnzdsizfemilzFbox is
123 [Preomento (DNA-AFLE Sesdanigrosirad 517 Plonooxizsmzez {CYPISDI; {143
130 [Frzzmevio (ONA-AFLE Iins vinifera 2x.20  [Protein: Glicosil Hideolss 032
13 [Peotsing vo cermcrerizeds Glieine max 253 Iprateins con dominio ACT {ACRE) BL00E
133 Pdoseenconmis homaelog: Proteinz dssconocids

343 [Frzowevio (DNA-ATLP Medizaze sruncatuia 257 [FeotordeElonsmcion EF-2 L0381} 14
165 [Frazwemio (DNA-AFLE Firis vinifera oo [Prossinz descomacidz

162 [Nozzenconmish homolazmz DMopooxizsnzsz CYPT1ADS 052
156 ICninonz raducizzs 2£.37  |Quinopssadnorzse DL00T
15 [Frzzrento cDNA-AFLP Fitis visifera [Protzinz dzscomacidz

175 [MNoszenconied homoloZiz [No sz sncomd bomoloZ:

132 [MNoszenconm hemolez: [No sesmcontro homologz

42 [Frazmemto cONA-AFLE Cozitaraniius roseus 035 |FulfoirsnsfzeszdA 038
11 llea £2 2nconwd homolozz [Na s2 snconted homaolagiz

381 [Noszenconizs homolozs Serinz/trzonins-Drotsinz guinass 23 (CIPE23) 082
453 |0-aciltremsfaess TE-36  [Coactvadar feanseripoionzl MBFIZ) DAEs
721 [Protsizeasocizdzzlipidas anone  [Pratsine descomocids 0047

BLASTn: NuclzotidaBlast— Bas=dz datos znomicadsl NCEL
BLAST «DNA refisag: Bass dz datos d=cDNA para drabidopsic thaliana{TAIR]




Tabla 9. Funcion asociada a los 20 genes descubiertos

Respuesta a estrés / Mecanismos de Defensa

Gen Base de Datos Accession
Succinato deshidrogenasa NCBI XM 0033373331
Proteina arabinogaiactano NCBI XMI 003306884 1
Quinona reductasa NCEI 3 0036346441
Proteina asociada a lipidos NCBI X0 0022756711
Proteina rica en giicina TAIR NR 1240733
Oxidasa alternativa {AOX1C) TAIR NM_113878.2
Proteina faciiitadora principal TAIR Nh4 1283723
Proteina con dominio ACT (ACR4) TAIR NhE 1035732
Factor de Elongacién EF-2 (LOS1) TARR NM 1704871
Serina‘treonina-Proteina quinasa 23 (CIPK23) TARR NM 1027665

Reguladores de 1a Transcripcion

Gen Base de Datos Accession
Factor de Transcripcion de respuesta at etileno
(ERF38) TAR NM_ 128125 ¢
Proteina de a familia F-box TAIR Nhd 1260601
Coactivador transcripcional (MBF 1B) TAR NM 1157303
Aetabolismo

Gen Base de Datos Accession
S-enolpiruviishilimate-3-fosfato sintasa NCBI EI861243.1
- aciltransferasa™ NCBI XN (033524681
Metionina S-metiltransferasa™ TAIR NM 1243503
Monooxigenasa (CYPO4D2)* TAR NM 1153223
Proteina Glicosil Hidrolasa TAIR NM 114571 %
Monooxigenasa CYP7IAZ23" TARR NN 1488362
Suifotransferasa 44 TAIR NAd 127056.1

# (Genes potencislment= zsociados zla biosintesis de saponinas triterpénicas
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14. Figuras

ECU-225 ECU-382 ECU-524 ECU-323 ECU-234 " ECU-229

O R L s e e S S T i L e T AR TR Y W L G

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de la extraccion de ARN
total. Las dos bandas de mayor intensidad corresponden a las subunidades 28S y 18S de
ARN ribosomal. Las bandas de menor intensidad representan el ARN mensajero. Los
pocillos 1, 4, 6,9, 12 y 14 corresponden al ARN extraido de muestras colectadas de plantas
de quinoa sin aplicacion de tratamientos. Los pocillos 2, 5, 7, 10, 13 y 15 corresponden al
ARN extraido de muestras colectadas de plantas de quinoa luego de 8 horas de aplicar el
tratamiento con metiljasmonato. Los pocillos 3, 8, 11 y 16 corresponden al ARN extraido
de muestras colectadas de plantas de quinoa luego de 24 horas de aplicar el tratamiento con
metiljasmonato.

86,7
007 433
80,0 1 66,7
70,0

60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 1
20,0
10,0 -
00

524 225 382 323 234 229

Porcentaje de Germinacion

Ecotipos

Los porcentajes fueron calculados en funcién del nimero de semillas germinadas del total de 30 semillas sembradas para
cada ecotipo de quinoa.

Figura 2. Porcentajes de Germinacion de Semillas de Quinoa en los 6 ecotipos analizados.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la retrotranscripcion
en las 30 muestras de quinoa empleadas en el cDNA-AFLP. Ladder 100bp (Axygen). Los
codigos corresponden a las muestras listadas en la Tabla 5. Un barrido en el rango de 100 a
1000pb es indicativo de una sintesis de cDNA exitosa. Para cada ecotipo se proceso 5
muestras en los tiempos TO (sin aplicar tratamientos), Tlc (8hs control), TI1t (8hs
tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs tratamiento con
metiljasmonato).

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la pre-amplificacion
en las 30 muestras de quinoa analizadas empleando la combinacién de primers BstYI+T y
Msel. Ladder 100bp (Axygen). Los cddigos corresponden a las muestras listadas en la
Tabla 5. Se evidenci6é amplificacién en todas las muestras, pues se observa un barrido
sustancial entre 50 y 500 pares de bases. Para cada ecotipo se procesd 5 muestras en los
tiempos TO (sin aplicar tratamientos), Tlc (8hs control), TIt (8hs tratamiento con
metiljasmonato), T2c¢ (24hs control) y T2t (24hs tratamiento con metiljasmonato).
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100ph 100pb

100pb

Figura 5. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacién de primers Bst¥I + T2/Msel 42. Ladder 10bp
(Invitrogen). La flecha roja indica la banda diferencial extraida de este gel que
posteriormente fue secuenciada. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos de
quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), T1lc (8hs
control), T1t (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada
para dicha banda.
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100pb

Figura 6. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacion de primers BstYI + T2/Msel 12. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), T1c (8hs
control), TIt (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2¢ (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada
para dicha banda.
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Figura 7. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacién
selectiva empleando la combinacién de primers BstYl + T2/Msel 21. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), T1c (8hs
control), T1t (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada
para dicha banda.




96

100pb 100pb

Figura 8. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacion de primers BstYl + T2/Msel 22. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: T0 (sin aplicar tratamientos), Tlc (8hs
control), T1t (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2¢ (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada
para dicha banda.
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Figura 9. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacién de primers Bst¥l + T2/Msel 31. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), Tlc (8hs
control), TIt (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2¢ (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada

para dicha banda.
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Figura 10. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacién de primers Bst¥l + T2/Msel 44. Ladder 10bp
(Invitrogen). No se secuencié bandas extraidas de este gel. Ecotipos de quinoa amarga: 234,
229 y 323. Ecotipos de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar
tratamientos), Tlc (8hs control), TIt (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs
control) y T2t (24hs tratamiento con metiljasmonato).




99

E-323 E-225
mmaac nMQMUCc

Figura 11. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacién de primers Bst¥I + T2/Msel 11. Ladder 10bp
(Invitrogen). La flecha roja indica la banda diferencial extraida de este gel que
posteriormente fue secuenciada. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos de
quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), Tlc (8hs
control), T1t (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada
para dicha banda.
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Figura 12. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacién de primers BstY1 + T2/Msel 33. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), T1c (8hs
control), T1t (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada

para dicha banda.
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Figura 13. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacién de primers Bst¥I + T2/Msel 34. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), Tlc (8hs
control), TIt (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada
para dicha banda.
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Figura 14. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de los productos de la amplificacion
selectiva empleando la combinacion de primers Bst¥T + T2/Msel 41. Ladder 10bp
(Invitrogen). Las flechas rojas indican las bandas diferenciales extraidas de este gel que
posteriormente fueron secuenciadas. Ecotipos de quinoa amarga: 234, 229 y 323. Ecotipos
de quinoa dulce: 225, 382 y 524. Para cada ecotipo: TO (sin aplicar tratamientos), T1c (8hs
control), T1t (8hs tratamiento con metiljasmonato), T2c (24hs control) y T2t (24hs
tratamiento con metiljasmonato). Junto a la flecha roja se indica la homologia encontrada

para dicha banda.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la re-amplificacion
de las 180 bandas diferenciales aisladas. En la mayoria de casos se observa una sola banda,
lo cual es indicativo de una re-amplificacién exitosa. Los nimeros que se observan en los
geles corresponden a los codigos designados a cada banda diferencial aislada. Se observa la
re-amplificacion de las 180 bandas extraidas en total a partir de los 10 geles de acrilamida.
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15. Anexos

Anexo 1. Diagrama de la técnica cDNA-AFLP one gene — one tag. Imagen tomada de
Vuylsteke et al, 2007.
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Anexo 2. Composicion de la Solucién Nutricional Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)

Hoagland Solution (Hoagland y Arnon, 1950)

Component Solucién Stock |[mL de Solucién Stock / 1L
Aacronutrientes
20N ENO3 202gL 25
M Ca(NO3)2 - 4H20 236g/0.5L 25
ierro (Sprint 138 iron chelate) 15gL 15
ZMMgS04 - TH20 493gL 1
IMNH4NO3 80g'L g !
cronutrientes
H3BO3 286gL
MnCI2 - 4H20 1.81g'L
ZnS04 - TH20O 0.22gL
uSO4 0.051gL
MoO4 - H20 0.09g/L
1M KH2PO4 (ph 6.0 con 3MKOH) 136g'L 0.5
Aforara 1L

Anexo 3. Aplicacion de tratamiento con metiljasmonato eninvernaderos caseros
construidos para plantas de Quinoa (Chenopodium quinoa W.)
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Anexo 4. Programas de PCR empleados en la reaccion de pre-amplificacion 'y

amplificacion selectiva

Programa PCR Pre-am pﬁﬁcacién
N°de ciclos | Denaturacion Annealing Extension
1 94°C. 10s
25 94°C 305 56°C. 1 min 72°C.1min
1 72°C,1 min
Programa PCR Amplificacién Selectiva
N7 de ciclos | Denaturacion ~__Annealing | Extension
1 94°C, 10 min

13 04°C_30 5 65°C,30 5(-0.7°C cadaciclo) | 72°C,1min
23 94°C_30s 56°C,30's 72°C, 1 min
1 72°C,2 min




