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Resurnen

Resumen

La expresion génica es el proceso mediante el cual la informacién contenida en el DNA de una
célula se transforma en un producto Util para la misma, ya sea una proteina o RNA funcional.
Todas las células de un mismo organismo contienen la misma informacion genética, es decir,
tienen los mismos genes, pero no todos los genes se expresan al mismo tiempo, sino que este
proceso depende de varios factores, incluidos el tipo celular y el momento de desarrollo de la
célula. Esto hace que poder cuantificar la expresiéon de un gen sea de vital importancia en
cualquier laboratorio de biologia molecular. Una de las técnicas mas utilizadas para estudiar la
expresion génica es la cuantificacion relativa, comparando la expresion del gen de interés con
los niveles de expresion de un gen conocido, también llamado control interno.

En teoria, un gen de normalizado o gen de referencia, es aquel que mantiene su expresion
constante independientemente del tipo celular, del momento de desarrollo de la plantay de las
condiciones del medio. Este tipo de genes se utilizan como control interno en los métodos de
cuantificacién relativa, ya que al mantener su expresién constante permiten una mayor
precision a la hora de determinar el nivel de expresién de otro gen por comparacion. Sin
embargo, la bibliografia demuestra que los genes de normalizado utilizados tradicionalmente

pueden variar su expresion en condiciones de estrés, segun el tejido estudiado, etc.

Debido a esto, cada vez es mas comun la identificacion y validacion de genes de normalizado,
buscando aquellos candidatos que mantengan su expresion constante bajo las condiciones del
experimento elegido.

Una RT-gPCR es una técnica potente y econdémica de cuantificacion de la expresion génica. En
este trabajo fin de grado se ha utilizado esta técnica para validar 7 genes comiUnmente utilizados
en Petunia x hybrida como genes de normalizado, estudiando su expresién en series
circadianas, es decir, tomando varias muestras a lo largo de un periodo de 24 horas. En este
sentido, P. hybrida es una planta modelo en la que se ha demostrado la influencia de los ritmos
circadianos en la fotosintesis y en la emision floral de volatiles. Los ritmos circadianos son
variaciones ciclicas de las variables bioldgicas de los organismos vivos, que se repiten con un
periodo cercano a las 24 horas. Este trabajo fin de grado permitira utilizar los genes identificados
como genes de normalizado en futuros ensayos en los que se utilice la RT-gPCR para estudiar
la expresién de genes que estén afectados por los ritmos circadianos.

Los genes estudiados han sido Actin-177, Cyclophilin 2, Flongation factor 1a, Gliceraldehyde-3
phosphate dehydrogenase, Ribosomal protein 513, GTP-binding nuclear proteiny Ubiquitin,
estudiandose su comportamiento tanto en pétalo como en hoja.

Los resultados obtenidos muestran que la mayoria de estos genes no son validos para su uso
como genes de normalizado, dependiendo su comportamiento del tejido en el que se estudia.
En pétalo los genes 6ptimos son Actin-17y Cyclophilin 2, mientras que en hoja estos genes
varfan ligeramente su comportamiento, siendo £Flongation factor 1ay de nuevo Actin-771os mas
estables. Por tanto son estos genes los que se recomiendan para su uso en estudios circadianos
en ambos tejidos.






Abstract

Abstract

Gene expression is the process by which information contained in the DNA of a cell is
transformed into a useful product for it, like a functional protein or RNA. All cells in the same
organism contain the same genetic information, it means they have the same genes, but not all
genes are expressed at the same time. This process depends on several factors, including cell
type and timing of its development. This makes the quantification of gene expression an
important step in any laboratory of molecular biology. One of the most widely used techniques
for studying gene expression is relative quantification, comparing the expression of the gene of
interest with the levels of expression of a known gene, also called internal control.

In theory, a normalization gene or reference gene maintains a constant expression regardless
of the cell type, the time of development of the plant and the environmental conditions. These
types of genes are used as internal controls in methods of relative quantification, since
maintaining their constant expression allows a greater precision in determining the level of
expression of another gene by comparison. However, the literature demonstrates that
traditionally used normalized genes can vary their expression under stress conditions,
depending on the tissue studied, etc.

Because of this, it is increasingly common to identify and validate normalization genes, looking
for candidates who maintain their constant expression under the conditions of the chosen
experiment.

An RT-gPCR is a powerful and economical technique for relative quantification of gene
expression. In this BsC thesis, this technique has been used to validate 7 genes commonly used
in P. hybriga as normalization genes, studying its expression in circadian series, ie, taking several
samples over a period of 24 hours. In this sense, Petunia x hybrida is a model plant that has
demonstrated the influence of circadian rhythms in photosynthesis and emission of volatiles.
Circadian rhythms are cyclical variations of the biological variables of living organisms, which are
repeated with a period close to 24 hours. This BsC thesis will allow the use of identified genes
like normalization genes in future assays in which RT-gPCR is used to study the expression of
genes that are affected by circadian rhythms.

The genes studied were Actin-11, Cyclophilin 2, Flongation factor 1a, Gliceraldehyde-3
phosphate dehydrogenase, Ribosomnal protein S13, GTP-binding nuclear protein and Ubiquitin,
studying their behavior both in flower and leaf.

The results show that most of these genes are not valid for use as normalization genes. In flower
the optimal genes are Actin-77 and Cyclophilin 2, while in leaf Elongation factor 7a and again
Actin-17 are the most stable. Therefore, these genes are recommended for use in circadian
studies in both tissues.
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Figura 7. Ejemplo de curva de curva de amplificacion. La linea horizontal intermitente negra
representa el valor de fluorescencia umbral, mientras que la linea vertical intermitente verde
representa el ciclo umbral. La curva azul representa una muestra tipo de PCR, la linea roja
representa una muestra en la que no se amplifica ningin material genético. Una curva de
amplificacion tiene 4 fases distintas: Una primera fase (1) en la que el nivel de fluorescencia esta
por debajo del nivel de deteccién umbral. Una fase exponencial (2) donde la PCR se efectla con
una eficiencia préxima a 2, en esta fase se llega al ciclo umbral y se obtiene el valor Ct. La tercera
fase (3) se corresponde con un crecimiento de la fluorescencia lineal, esto es debido a que los
componentes de la PCR se van agotando v la eficiencia de la PCR no es ¢ptima. Y una fase final
(4) donde se estabiliza el valor de flUOreSCENTCIA. ..ovovoiv oo 25

Figura 8. Cariograma de P. hybrida. La primera y segunda columna muestran el grupo vy el
numero del cromosoma. La tercera columna muestra el indice centrémerico, un cociente entre
el peso del brazo largo del cromosoma dividido entre la suma del brazo largo y el corto. La
cuarta columna muestra el peso relativo del centrémero con respecto al peso total del
cromosoma. La quinta columna muestra una representacion de cada cromosoma. La sexta
columna muestra una curva de intensidad de fluorescencia del cromosoma, el punto de menor
intensidad de fluorescencia es donde se sitla el centrémero. Fuente: Monographs of theoretical
and applied geneticS: PETUNIA [AT]. e 37

Figura 9. Principales temas de investigacion en los que se utiliza a 2. Aybrida como organismo
modelo. Fuente: Vandenbussche et al. (2016) [42]. .o 32

Figura 10. Ejemplos de algunos mutantes de desarrollo floral en 2. Aybriaay lineas estandar de
tipo salvaje. Las imagenes no estan a la misma escala. (a) 2. hybrida W138, variedad con un alto
numero de copias del elemento transponible dTph1, muy utilizada en investigacion. (b) 2.
hybrida variedad Mitchell (Se ha abierto la flor por la mitad para mostrar su organizacion
interna). (c) El ovario mutante fbp5 que muestra évulos similares al tipo salvaje y al mutante fbp2
(izquierda); Ovario gigante doble mutante fbp2 y fop5 que muestra un denso sistema de hojas
que sustituyen el évulo (derecha). La pared del carpelo, el estilo y el estigma se han eliminado
para mostrar los érganos internos. (d) Flor mutante ciega (bl) con corola reemplazada por
anteras. (e) Triple mutante phglo1, phglo2 vy bl. (f) Doble mutante phglo1 y phglo2 con verticilos
en los que se desarrollan sépalos y verticilos en los que se desarrollan carpelos. (g) Mutante
phdef con pétalos convertidos en sépalos. (h) Flor tipo silvestre (arriba) y flor mutante
mostrando defectos en la fusion entre pétalos. Fuente: Gerats et al. (2005) [59]. ...ccccovvvivernn. 33

Figura 11. Para cada cebador se utilizaron dos pocillos, uno con un control negativo para
descartar contaminaciones (izquierda) y otro con el producto obtenido de la PCR. En la fila de
arriba estan los nombres de cada cebador. Aparece dos veces RPS73, en ese momento existian
dos cebadores de RPS73en el laboratorio, por lo que se comprobé el estado de los dos. Como
se puede ver, uno de los cebadores de RPS73, ACTy £FTano amplificaron. ..o, 42

Figura 12. Ejemplo de PCR control para las muestras del punto A. A la izquierda se sitUa el ladder,
después las seis muestras del punto A, con la banda de cDNA abajo. Como controles el gDNA,
que ha corrido en varias bandas y el control negativo, donde no se aprecia ninguna
CONEAMUINACION. itttk 44
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1.- Abreviaturas

A > Adenina.

C - (Citosina.

cDNA = DNA complementario.

DNA > Acido desoxirribonucleico.

dNTP > Desoxirribonucledtido trifosfato.
G - Guanina.

gDNA = DNA gendmico.

GFP = Proteina verde fluorescente, del inglés Green fluorescent protein.
iRNA > RNA interferente.

MIRNA = microRNA.

MRNA = RNA mensajero.

OMG - Organismo modificado genéticamente.

PCR - Reaccidon en cadena de la polimerasa, en inglés polymerase chain reaction.

gPCR = PCR en tiempo real o PCR cuantitativa, en inglés guantitative PCR.
RNA = Acido ribonucleico.

rRNA = RNA ribosémico.

RT-gPCR = PCR de retrotranscripcién en tiempo real, en inglés real time gPCR.
SNRNA = RNA nuclear corto, en inglés small nuclear RNA.

T = Timina.

tRNA = RNA de transferencia.

Abreviaturas

ZT > Zeitgeber Time, estandar de tiempo basado en un sincronizador, en este caso luz.

17






Introduccion

2.- Introduccion

Existen numerosas técnicas que permiten cuantificar la expresion génica. Para una mejor
comprensién de este trabajo fin de grado, en este apartado se estudiaran esas técnicas, ademas
de analizar como se realiza una RT-gPCR.

De igual manera, Petunia x hybrida no es el Unico organismo modelo utilizado en plantas, por
lo que se hace necesario saber que caracteristicas lo convierten en un organismo digno de
estudio, asi como las razones especificas por las que se ha elegido para este trabajo fin de grado.

2.1.- Estudio de la expresion génica

La expresion génica es el proceso mediante el cual la informacidon contenida en un gen es
utilizada para la creacion de un producto génico funcional. Este producto funcional puede ser
una proteina o una molécula de RNA funcional. En todos los organismos vivos las células regulan
la expresion génica activando y desactivando genes y esta expresion es generalmente
proporcional al nimero de copias de mMRNA de un gen determinado. Este hecho es crucial si se
trata de identificar la presencia de productos celulares especificos, ya que el mMRNA es traducido
en los ribosomas para formar proteinas. Por lo tanto, es posible obtener datos relativos a la
produccion de elementos bioldgicos si la expresion de los genes de una célula es conocida [1].
La Figura 1 muestra un esquema de los pasos que tiene la expresion génica, desde el genotipo
hasta el fenotipo.

Transcriptoma Proteoma Metaboloma

Regulacion / expresion

iRNA, snRNA, miRNA ———— L
génica

tRNA ———» Transferencia

3 rRNA —— Ribosomas

mANA ———  proteina  —— [EESBONE] ——

Figura 1. A partir del genoma (genotipo), y mediante la transcripcion, se forman diferentes tipos
de RNAs con diferentes funciones. A todo este conjunto se le llama transcriptoma. A partir del
tRNA, los ribosomas y el MRNA se obtienen proteinas, en un proceso llamado traduccion. A todo
el conjunto de proteinas traducidas se le llama proteoma. Estas proteinas pueden experimentar
diferentes cambios una vez incorporadas al metabolismo del organismo, conocidos como
modificaciones post-traduccionales. A todo el conjunto de metabolitos se le llama metaboloma.
Tanto el proceso de transcripcion, traducciéon como el metabolismo proteico estan influidos por
las interacciones del organismo con el ambiente que lo rodea.

19



Identificacion de genes de normalizado en series circadianas en Petunia x hybrida

Existen numerosas técnicas que permiten el estudio de la expresion génica, entre las que se
encuentran:

Gen reportero o gen chivato (en inglés, reporter gene). Un gen contiene dos segmentos
funcionales. Uno de ellos es una secuencia de DNA que contiene la informacion necesaria para
sintetizar un producto génico funcional, a este segmento se le conoce como zona transcrita. Al
otro segmento se le llama promotor, el promotor esta conectado con la regién transcrita del
gen y regula la transcripcion de este a moléculas de mRNA, ya sea activando o suprimiendo su
expresion [2].

Un gen reportero es un gen que se vincula a la secuencia regulatoria de otro gen. Ciertos genes
son elegidos como reporteros porque las caracteristicas otorgadas por el gen en la expresion
de los organismos los hacen faciles de identificar y medir, o porque son marcadores
seleccionables. Los genes reporteros son usualmente usados para indicar si un determinado
gen ha sido incorporado o expresado en una célula o una poblaciéon de organismos [3,4]. La
Figura 2 muestra los efectos de la GFP sobre el ratdn de laboratorio, Mus musculus.

Figura 2. La GFP es una proteina producida por la medusa Aequorea victoria que emite
fluorescencia en la zona verde del espectro visible. En este caso, el gen que produce la GFP
ha sido incorporado en la secuencia reguladora de otro gen de interés, de este modo, los
ratones que emiten fluorescencia son aquellos que expresan este gen. Fuente:
http://proteopedia.org/wiki/index.php/GFP [90].

Transferencia Northern (en inglés, Northern blo?). En esta técnica se extrae el mRNA total de un
tejido, se corta usando enzimas de restriccion y después se fracciona usando una electroforesis,
que separa las cadenas de mRNA en funcion de su tamafio. La técnica de electroforesis se
explica con mas detalles en el apartado 2.2. Después del fraccionamiento, los fragmentos
separados se transfieren a una membrana porosa, donde mantienen sus posiciones relativas.
Como Ultimo paso, un gen clonado se utiliza como sonda marcada con radiactividad o
digoxigenina y marcara el mRNA de interés en funcion de si este esta presente al hibridarse al

mismo [5].
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Hibridacién in situ por fluorescencia (en inglés, fluorescent in situ hybridization o FISH). La
hibridacion in situ por fluorescencia es una técnica citogenética que utiliza sondas fluorescentes
que se unen solo a las partes del cromosoma con un alto grado de complementariedad de
secuencias. Se utiliza para detectar y localizar la presencia 0 ausencia de secuencias de DNA
especificas en los cromosomas [6,7].

DNA microarray. Un microarray o micromatriz (también conocido como chip de DNA o biochip)
es una coleccidon de puntos microscopicos de DNA unidos a una superficie sdélida. Los
microarrays de DNA se utilizan para medir los niveles de expresion de un gran nimero de genes
simultaneamente o para genotipar multiples regiones de un genoma. Cada punto de DNA
contiene entre 10-12 picomoles (pmol) de una secuencia de DNA especifica, conocida como
sonda. Esta puede ser una seccién corta de un gen u otro elemento de DNA que se usa para
hibridizar una muestra de cDNA (denominada diana) en condiciones de alta restriccion. La
hibridacion sonda-objetivo suele detectarse y cuantificarse mediante la deteccion de dianas
marcadas con fluoréforo, plata o quimioluminiscencia para determinar la abundancia relativa
de secuencias de acido nucleico en el blanco [8].

RT-gPCR. La RT-gPCR es una de las técnicas de analisis genético mas potentes y sensibles
disponibles. Se utiliza para una amplia gama de aplicaciones, incluyendo andlisis de expresion
génica cuantitativa, genotipificacion, validacion de dianas de farmacos, descubrimiento de
biomarcadores, deteccidon de patdgenos y medicion de la interferencia de RNA [9]. Su
funcionamiento se explica en detalle en el apartado 2.2.

2.2.- Técnicas de amplificacion génica: PCR, qPCR y RT-qPCR

Una PCR es una técnica de amplificacion de DNA in vitro. La estrategia basica de la PCR consiste
en utilizar multiples copias de un par de cebadores, es decir, pequefias hebras de DNA
(generalmente entre 18 y 22 bases) sintetizadas quimicamente, que se unen cada una a un
extremo diferente del gen o region que se quiere amplificar. Una polimerasa, que es una enzima
capaz de replicar el DNA, afiade bases a estos cebadores y el proceso de polimerizaciéon va y
viene entre ellos, formando un ndmero de moléculas de DNA que crece exponencialmente [5].
En la Figura 3 se muestra un esquema de como se realiza este proceso.
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Figura 3. Una PCR tiene tres fases que se repiten ciclicamente. En la primera se produce la
desnaturalizacion del DNA, lo que produce que las dos hebras de DNA se separen. En la segunda los
cebadores se unen a la regién con la cual tienen afinidad. En la tercera la polimerasa sintetiza una nueva
hebra de DNA tomando como molde la hebra original. Fuente:
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction [91].

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de
temperatura llamados ciclos, cada ciclo suele consistir en 3 pasos a diferentes temperaturas.
Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo dependen de gran variedad de
parametros. Estos incluyen la enzima usada para la sintesis de DNA, la concentracion de iones
divalentes y de los dNTPs en la reaccién, la temperatura de unién de los cebadores asi como la
longitud del DNA que se desea amplificar.

En primer lugar, se desnaturaliza el DNA (se separan las dos cadenas de las cuales esta
constituido). Este paso se consigue aplicando altas temperaturas a la cadena de DNA que se
quiere desnaturalizar, generalmente entre 94-96 °C. La temperatura a la cual se decide realizar
la desnaturalizacién depende de la proporcion de GC que tenga la cadena, como también del
largo de la misma. Los pares GC, por su estructura molecular, estan conectados entre si por tres
puentes de hidrégeno, mientras que los pares AT por dos, esto determina la energia necesaria
para desnaturalizar una cadena de DNA y por tanto la temperatura necesaria en la PCR. La
Figura 4 muestra la estructura molecular de A, T, G y C y los enlaces que se forman entre si,
también conocido como apareamiento entre bases.

/
- fc ------------- H— _ TR
J.I'E/ / = =e=emmneneees f \' HJQ"_QHH \‘-
_ %H o/ —

Guanina H Citosina

[+]
Adenina Timina

Figura 4. Estructura molecular de adenina, timina, guanina y citosina y apareamiento
entre bases. Fuente: http://basesnitrogenadas601.blogspot.com.es/2012/05/bases-
nitrogenadas.html [92].
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A continuacion se producira la hibridacion del cebador, es decir, el cebador se unira a su
secuencia complementaria en el DNA molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a
aproximadamente 68 °C durante 20-40 segundos (segun el caso), permitiendo asi el
alineamiento. Los puentes de hidrogeno estables entre las cadenas de DNA soélo se forman
cuando la secuencia del cebador es muy similar a la secuencia del DNA molde.

Una vez producida la hibridacién actla la polimerasa, tomando el DNA molde para sintetizar la
cadena complementaria y partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la sintesis
de nuevo DNA. Este proceso se conoce como elongacion. La polimerasa sintetiza una nueva
hebra de DNA complementaria a la hebra molde afiadiendo los dNTPs complementarios en
direcciéon 5'— 3', uniendo el grupo 5'-fosfato de los dNTPs con el grupo 3'-hidroxilo del final de
la hebra de DNA creciente. La temperatura para este paso depende de la DNA polimerasa que
usemos. Para la polimerasa Taq, una de las mas utilizadas, la temperatura de maxima actividad
esta en unos 72 °C. El tiempo de extensién depende tanto de la DNA polimerasa usada como
de la longitud del fragmento de DNA que se va a amplificar [10].

Tras una PCR se hace inevitable la realizacion de una electroforesis en gel para visualizar los
resultados. Esta técnica se utiliza para separar y analizar macromoléculas (DNA, RNAy proteinas)
y sus fragmentos en funcién de su tamafio y carga eléctrica [11].

Las moléculas de acido nucleico se separan aplicando un campo eléctrico para mover las
moléculas cargadas negativamente a través de una matriz de agarosa u otras sustancias. Las
moléculas mas cortas se mueven mas rapido y migran mas lejos que las mas largas debido a
que su movimiento se realiza mas facilmente a través de los poros del gel. Este fendmeno se
llama tamizado [10].

Para visualizar los resultados se suele utilizar bromuro de etidio. Esta sustancia tiene dos
caracteristicas que la hacen especialmente idénea para su uso en la electroforesis: la primera
es que se intercala con el DNA; la segunda es que cuando se expone a la luz ultravioleta emite
luz roja-anaranjada, permitiendo ver la migraciéon de las moléculas de DNA al finalizar la
electroforesis. La Figura 5 muestra un ejemplo del visionado de los resultados bajo luz
ultravioleta.

Figura 5. Visionado de los resultados de una
PCR vy posterior electroforesis. A la izquierda de la
imagen aparece una referencia del tamafio de los
fragmentos segln su posiciéon en pares de bases
(pb). La primera columna se corresponde con el
ladder o marcador de peso molecular, que sirve
para conocer el tamafio de los fragmentos
amplificados en la PCR. Las letras Ay D y los
= o @ P W LD L A A numeros del 1 al 10 se corresponden con los
fragmentos amplificados en la PCR. La Ultima
columna de la derecha es el control negativo,
necesario para descartar contaminaciones con
DNA extrafio. Fuente:
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_art
text&pid=50301-50922011000100001 [93].

M AD1 23456780910 -
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Una gPCR es una variante de la PCR convencional, que se utiliza para poder medir el nivel del
producto amplificado en cada ciclo de la PCR mediante la utilizacién de moléculas fluorescentes
adheridas al DNA. Ademas, de esta forma se evita la necesidad de realizar una electroforesis en
gel para detectar los productos de la amplificacion. En muchos casos el producto que se utiliza
parala gPCR no es desde el principio DNA, sino que puede ser cDNA, obtenido previamente por
retrotranscripcion de mRNA, en este caso, a esta técnica se le llama RT-gPCR [12,13].

Los pasos en los que se realiza una RT-gPCR son:

1.- El mRNA se copia en cDNA de hebra simple mediante la accién de una transcriptasa
inversa y con la ayuda de un cebador oligo dT (también se pueden utilizar oligdbmeros
aleatorios). Por lo general se utiliza una transcriptasa inversa con actividad endo H. La
actividad endo H elimina la hebra simple de mRNA y crea una segunda hebra de cDNA,
permitiendo que se una a la primera y creando asi un cDNA de cadena doble. La Figura
6 muestra un esquema de este proceso.

QW El primer oligo dT se
une al mRNA

La transcriptasa
reversa copia la primer
cadena de cDNA

“"“‘6 La transcriptasa
TTTTT o i
reversa digiere y
remueve el mRNA y
copia la segunda
cadena de cDNA

R R RN R R AR A AR A AR R R RRRLA R RARIRER AL AARIARIALARIRIRRAY]
1803 RRERLAIAIRRNE [T TR NI R AR NIRRT S N AN R IR R IRIuET]

cDNA de doble cadena

Figura 6. Transcriptasa reversa (inversa) con actividad endo H. Fuente:
http://apuntesbiologiamol.blogspot.com.es/2014/05/tipos-de-pcr.html [94].

2.- Como en una PCR convencional, el cDNA se desnaturaliza a altas temperaturas de
manera que las dos hebras se separan. Tras esto se enfria a unos 68 °C permitiendo el
reconocimiento y acoplamiento de los cebadores especificos en cada hebra.

3.- Se eleva la temperatura a 72 °C, lo que promueve la accion de la DNA polimerasa
que sintetiza dos hebras complementarias a partir de las dos originales. Mientras que
se sintetizan las dos nuevas hebras de cDNA, las moléculas fluorescentes reconocen el
cDNA de doble cadena que se esta formando y se incorporan a él, qguedando un cDNA
que emite radiacion fluorescente. Finalizado este paso, se vuelve a elevar la temperatura
a unos 94-96 °Cy se vuelve a repetir el proceso [13].

La gPCR se basa en la deteccion de una sefial fluorescente proporcional a la cantidad de DNA
existente durante la amplificacion del material genético, de manera que se determina el ciclo
concreto en el cual se detecta una intensidad de emision fluorescente por encima de un nivel
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prefijado. Este ciclo es conocido como ciclo umbral, en inglés threshold cycle [13]. Cuanto mas
DNA contenga inicialmente la muestra antes se alcanzara este ciclo umbral, por lo que sera
necesario un menor ndmero de ciclos.

Otro concepto importante en una gPCR es la eficiencia de amplificacion, definida como la
fraccion de moléculas de interés que se copian en cada ciclo de la PCR [14,15]. La maxima
eficiencia que se puede obtener en una gPCR es de 2, es decir, en cada ciclo de gPCR el DNA de
interés se duplica. Sin embargo, en la practica la probabilidad de que en cada ciclo de PCR se
duplique la cantidad de DNA de interés es menor que uno. Generalmente, esto es debido a un
agotamiento de los componentes de la reaccién, a una disminuciéon en la actividad de la
polimerasa o a ambos factores [15].

El resultado de una gPCR se visualiza mediante una curva de amplificacion. Esta curva relaciona
la fluorescencia con el nimero de ciclos de la gPCR. El valor Ct se corresponde con el ciclo
umbral y es el dato que se suele extraer para después analizar los resultados de la gPCR. En la
Figura 7 se muestra un ejemplo de curva de amplificacion.

Walor Ct

Fluorescencia

Numero de ciclos

Figura 7. Ejemplo de curva de curva de amplificacion. La linea horizontal intermitente negra representa
el valor de fluorescencia umbral, mientras que la linea vertical intermitente verde representa el ciclo
umbral. La curva azul representa una muestra tipo de PCR, la linea roja representa una muestra en la
que no se amplifica ningln material genético. Una curva de amplificacion tiene 4 fases distintas: Una
primera fase (1) en la que el nivel de fluorescencia esta por debajo del nivel de deteccién umbral. Una
fase exponencial (2) donde la PCR se efectla con una eficiencia préoxima a 2, en esta fase se llega al ciclo
umbral y se obtiene el valor Ct. La tercera fase (3) se corresponde con un crecimiento de la fluorescencia
lineal, esto es debido a que los componentes de la PCR se van agotando y la eficiencia de la PCR no es
optima. Y una fase final (4) donde se estabiliza el valor de fluorescencia.
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2.3.- Cuantificacion absoluta y cuantificacion relativa en RT-qPCR

Una vez obtenidos los resultados de una RT-gPCR, estos se pueden analizar de diferentes
maneras [16]:

Cuantificacién absoluta Cuantificacién absoluta (método C ificacis lati
(método de PCR digital) de la recta de calibrado) uantificacion relativa
En la cuantificacion absoluta En la cuantificacion absoluta usando
usando PCR digital, no se el método de la recta de calibrado, En la cuantificacion relativa, se
necesitan patrones conocidos. se cuantifican las incognitas analizan los cambios en la
El objetivo de interés puede basandose en una cantidad expresion génica en una
cuantificarse directamente con conocida. Primero se crea la recta muestra dada en relacién con
precisién determinada por el de calibrado, entonces se comparan  otra muestra de referencia (una
numero de repeticiones de incégnitas con la recta y se muestra control).
PCR digital. extrapola un valor.

2.3.1.- Método de PCR digital

Una PCR digital funciona dividiendo una Unica muestra en un gran numero de reacciones de
gPCR. En primer lugar, se diluye la muestra en placas de pocillos multiples, de modo que haya,
en promedio, una molécula de DNA por pocillo, realizandose una gqPCR en cada pocillo. Tras la
gPCR, se analiza cada pocillo individualmente con sondas fluorescentes, buscando la presencia
de productos de PCR. Después del andlisis de PCR, la fraccion de respuestas negativas se utiliza
para generar una respuesta absoluta para el nimero exacto de moléculas diana en la muestra
[16,17].

2.3.2.- Método de la recta de calibrado

Para crear una recta de calibrado se utiliza un banco de diluciones de una concentracién de
DNA conocida. A continuacion, se realiza una gPCR con el banco de diluciones obteniendo una
curva de amplificaciéon para cada dilucion. En el Grafico 1 se muestran las curvas de amplificacion
de un banco de diluciones.

26



Introduccion

7000

L T PP

F luorescence (dR)

T I R T R S STy (RTTRT SRy A TRRTETTD

z 4 -] ] 10 12 4 18 18 20 el 4 2 28 0 a2 4 . £}
Cycles

Gréfico 1. Curvas de amplificacién de un banco de diluciones. La linea azul horizontal se corresponde con
el valor de luminiscencia umbral.Fuente: http://www.microbial-
systems.com/web/docs/Guia_interpretacion_resultados_SPAv2.pdf [95].

A partir de la gPCR, se pueden representar los valores Ct relacionados con la concentracion
inicial de DNA de cada muestra en escala logaritmica, generalmente se utilizan las unidades de
numero de copias de DNA / pl. El Grafico 2 muestra un ejemplo de recta de calibrado a partir
de los resultados obtenidos en el Grafico 1. Esta recta sirve para determinar la concentracion
inicial de una muestra de DNA a partir del valor Ct obtenido en la gPCR. Para que este método
sea eficaz y preciso debe de cumplirse que la eficiencia de amplificacién de la gPCR de la
muestra y los elementos de la recta de calibrado sea la misma.

ot

Ct (dR)

1,00 e+01 1,00 e+02 1,00 +03 1,00 2+04 1,00 e+05 1,00 e+08 1.00 e+07

Initial Quantity (copies)

Gréfico 2. Recta de calibrado obtenida a partir de los resultados obtenidos en el Grafico 1. Fuente:
http://www.microbial-systems.com/web/docs/Guia_interpretacion_resultados_SPAv2.pdf [95].
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2.3.3.- Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa presenta la expresion de un gen relacionandola a la expresién de otro
gen, llamado control interno o calibrador, por lo que no requiere la realizaciéon de una recta de
calibrado. Existen diversos métodos de cuantificaciéon relativa, como el método Pfaffl [18],
aunque uno de los mas utilizados es el método comparativo Ct o comparative Ct methoda,
también llamado método 2724¢t [19]. Este método se basa en la siguiente ecuacion (Ecuacion
1):

Tasa de cambio = 27AACt (1)

O en su forma expandida (Ecuacion 2):

2788t = [(Ct del gen de interés — Ct del control interno) muestra A
— (Ct del gen de interés — Ct del control interno) muestra B

(2)

La forma de esta ecuacion permite comparar la expresion de un gen en dos muestras diferentes
(muestra Ay muestra B), cada muestra estando relacionada con un gen de control interno. La
muestra A puede ser la muestra tratada y la muestra B la no tratada; la muestra A puede ser la
muestra infectada con un virus y la muestra B no, etc.

El orden en el que se escribe la ecuacion 2 no es relevante, aunque influye en la lectura de los
resultados, de esta forma se interpreta de la siguiente manera: La expresion relativa del gen de
interés en la muestra tratada (o infectada, o bajo las condiciones del experimento, etc)
comparada con la muestra no tratada [19].
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2.4.- Identificacion de genes de normalizado en RT-qPCR

La cuantificacion de la expresion génica a través de RT-gPCR es una de las técnicas mas
utilizadas actualmente, debido a su precision, sensibilidad y alto rendimiento [20-23]. Un gen
de normalizado o gen de referencia ideal actia como control interno, es decir, su perfil de
expresion es estable y mantiene unos niveles relativamente altos, en diferentes tejidos y tipos
celulares bajo las condiciones experimentales [24,25].

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que los genes comunmente usados como
genes de normalizado pueden no expresarse de forma estable dependiendo del tejido bajo
estudio, el momento de desarrollo o de las condiciones experimentales. El uso de genes de
normalizado no validados podria afectar en gran medida la cuantificaciéon de los niveles de
expresion del gen de interés. Por ejemplo, un estudio constato que soélo las variaciones en la
expresion de los genes de normalizado podrian alterar hasta en 100 veces la variacion
encontrada en la expresion del gen objeto de estudio. En consecuencia hay un gran potencial
para la interpretacion errénea de los resultados [26,27].

En los Ultimos afios se han llevado a cabo numerosos ensayos sobre la identificacion de genes
de normalizado en diferentes especies vegetales: Arabidopsis thaliana [28], arroz [29], tomate
[30], patata [31]y Petunia x hybrida [32]. La mayoria de estos estudios usaban una lista previa
de genes de normalizado de otras especies de plantas y los usaban bajo sus propias condiciones
experimentales.

Una vez formada la lista previa de genes se utilizan una serie de herramientas, basadas en
software, que sirven para identificar estadisticamente el mejor gen de normalizado dentro de
un grupo de genes candidatos y dado un conjunto definido de muestras bioldgicas. Algunas de
las mas utilizadas son geNorm [33], NormFinder [34], BestKeeper [35] o gBasePlus [36].

Para calcular los genes de normalizado idéneos estas herramientas utilizan diferentes
algoritmos. Los programas geNorm y gBasePlus usan comparaciones entre pares y el promedio
geomeétrico de los valores Ct para establecer los genes mas estables. QBasePlus calcula un
coeficiente de variacién (CV) para cada gen como medida de estabilidad. BestKeeper utiliza
analisis de correlacion por pares de cada gen interno con un factor de normalizacién éptimo.
Finalmente, NormFinder ajusta los datos a un modelo matematico, que permite comparar la
variacion intra e intergrupal y el calculo de la estabilidad de la expresion.
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2.5.- Petunia x hybrida

Debido a sus caracteristicas botanicas y genéticas P. Aybrida ha sido uno de los principales
organismos modelos en el estudio de las plantas superiores, siendo utilizada en numerosos
temas de investigacién como son el desarrollo floral, la emision de olor por parte de las flores o
los ritmos circadianos.

2.5.1.- P. hybrida como organismo modelo

El género Petunia, perteneciente a la familia de las solanaceas, comprende numerosas especies.
Este género es oriundo de las zonas templadas de Sudamérica, sobre todo de Argentina y Brasil
[37]. Una de sus especies mas representativas es P. Aybrida, muy utilizada para jardineria e
investigacion. Esta especie es un hibrido que deriva del cruzamiento entre P. integrifolia,
originaria de Brasil y £. axillaris, de Argentina [38,39]. La Tabla 1 muestra la taxonomia de A~
hybriaa.

Tabla 1. Taxonomia de P. Aybrida.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Petunia
Especie P. hybrida

P. hybrida es una planta herbacea perenne, cultivada como anual. Suele desarrollarse hasta los
25-40 cent/metros de altura. Sus tallos son herbaceos, de porte semierguido y ramificados. Sus
hojas de color verde intenso crecen de forma alterna, son ovales u oblongas, ligeramente
carnosas. Sus flores, pueden ser sencillas, semidobles o dobles, de bordes lisos u ondulados,
de colores puros a combinados, entre los que se encuentran el rosa, rojo, blanco, etc. Su
floracién es abundante [40].

La especie P. hybriga es diploide y cuenta con 14 cromosomas (n=7, 2n=14). Los 7 cromosomas
diferentes de esta especie se pueden clasificar en 3 grupos basandose en la posicién de sus
centromeros: El grupo A, con centrémeros metacéntricos o submetacéntricos, formado por los
cromosomas |, IV y VII; el grupo B, con cromosomas subtelocéntricos, formado por los
cromosomas Il lll'y el grupo C, con cromosomas acrocéntricos, formado por los cromosomas V
y VI [41]. La Figura 8 muestra el cariograma de P. hybrida.
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Introduccion

Figura 8. Cariograma de P. hybrida. La
primera y segunda columna muestran el
grupo y el nimero del cromosoma. La
tercera columna muestra el indice
centrémerico, un cociente entre el peso
del brazo largo del cromosoma dividido
entre la suma del brazo largoy el corto. La
cuarta columna muestra el peso relativo
del centrémero con respecto al peso total
del cromosoma. La quinta columna
muestra una representacion de cada
cromosoma. La sexta columna muestra
una curva de intensidad de fluorescencia
del cromosoma, el punto de menor
intensidad de fluorescencia es donde se
sitUa el centrémero. Fuente: Monographs
of theoretical and applied genetics:
Petunia [41].

Como organismo modelo, 7. Aybridatiene una serie de caracteristicas que le confieren grandes
ventajas [42]:

-Ciclo de vida corto y facil cultivo: En condiciones éptimas, esta especie tiene un ciclo de
semilla a semilla de 3-3,5 meses, pudiendo llegar a las 4 generaciones en un afio.
Ademas, a excepcion de la linea Mitchell, caracterizada por su crecimiento en alturay su
gran distancia entre nudos, 7. Aybrida tiene un crecimiento compacto, facilitando su
cultivo en laboratorios de investigacion.
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-Facil propagacidon sexual y asexual: Las grandes flores de P. Aybrida facilitan
enormemente su polinizacion manual, requiriendo Unicamente unos segundos por flor.
Ademas su propagacion por esquejes también es muy sencilla, Io que resulta muy Util
para la creacion de poblaciones con idéntico material genético.

- Transformacién genética y bioquimica estables: P. Aybridafue de las primeras especies
en las que se consiguid crear un transgénico estable.

-El sistema de elementos transponibles dTph1 en la linea W138 es una importante
herramienta para ensayos genéticos: La mutagénesis de insercion sigue siendo uno de
los métodos de eleccion para obtener mutantes en genes de interés o en genes hasta
ahora desconocidos. La clonacién del elemento transponible de petunia dTph1 abrid el
camino para la mutagénesis de insercion en petunia. Esto es muy interesante, puesto
que se trata de un sistema de mutagénesis completamente natural, los mutantes
obtenidos no son transgénicos y por lo tanto su uso no esta limitado por las reglas de
los OMG.

Ecology & taxonomy:
< Pollination syndromes
Self-Incompatibility ; Speciation/adaptation

Petunia transposon Floral pigmentation
biology & technology

x

3
; .
Serplsof 4 " e Petal senescence
floral development & 4

Floral Volatiles

Genetics of
inflorescence architec?ure\—f Genetics of branching

Biotic and abiotic stress

Mycorrhiza—plant

2 s Adventitious root
interactions

formation

Figura 9. Principales temas de investigacion en los que se utiliza a . Aybrida como organismo
modelo. Fuente: Vandenbussche et al. (2016) [42].

Actualmente, los principales temas de investigacion que se llevan a cabo utilizando P. Aybrida
como organismo modelo son: biosintesis de flavonoides [43-46], desarrollo floral [47-49],
estudios epigenéticos [50-52], auto-incompatibilidad [53,54], mapas genéticos [55], biologia y
tecnologia de transposones [56] y ritmos circadianos [39,57,58]. La Figura 9 muestra, ademas
de los ya comentados, otros temas en los que se utiliza P. Aybrida como organismo modelo.

Las lineas de Petuniamas utilizadas en investigacion son V26 y Mitchell (también conocida como
W115), ambas lineas conocidas por su gran capacidad de transformacion, y W138, linea ya
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comentada [42]. La Figura 10 muestra algunos ejemplos de mutantes y lineas estandar de tipo
salvaje en P. hybrida.

Figura 10. Ejemplos de algunos mutantes de desarrollo floral en A. Aybriday lineas estandar de tipo
salvaje. Las imagenes no estan a la misma escala. (a) 2. hybrida W138, variedad con un alto ndmero
de copias del elemento transponible dTph1, muy utilizada en investigacién. (b) 2. Aybrida variedad
Mitchell (Se ha abierto la flor por la mitad para mostrar su organizacion interna). (c) El ovario mutante
fop5 que muestra évulos similares al tipo salvaje y al mutante fbp2 (izquierda); Ovario gigante
doble mutante fbp2 y fbp5 que muestra un denso sistema de hojas que sustituyen el évulo
(derecha). La pared del carpelo, el estilo y el estigma se han eliminado para mostrar los 6rganos
internos. (d) Flor mutante ciega (bl) con corola reemplazada por anteras. (e) Triple mutante phglo1,
phglo2 y bl. (f) Doble mutante phglo1 y phglo2 con verticilos en los que se desarrollan sépalos y
verticilos en los que se desarrollan carpelos. (g) Mutante phdef con pétalos convertidos en sépalos.
(h) Flor tipo silvestre (arriba) y flor mutante mostrando defectos en la fusidn entre pétalos. Fuente:
Gerats et al. (2005) [59].

La variedad Mitchell, utilizada en este ensayo, es un haploide duplicado de un hibrido complejo
entre P. axiflaris y el cultivar 'Rose of Heaven', exhibe capacidades superiores de fertilidad,
crecimiento, cultivo de tejidos y transformacion [59].
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2.5.1.- Series temporales y ritmos circadianos en P. hybrida

Los experimentos de andlisis de la expresidon génica en series temporales son un método cada
vez mas popular para estudiar una amplia gama de sistemas bioldgicos. La diferencia entre un
experimento estatico y uno en series temporales es que en los experimentos de expresion
estatica se toma una instantanea de la expresion de uno o varios genes en diferentes muestras,
mientras que en un experimento en series temporales se analiza un proceso temporal [60].

Este tipo de experimentos permiten estudiar procesos bioldgicos dinamicos, como determinar
el conjunto de genes implicados en un proceso determinado, inferir las tasas de cambio en la
expresion de un gen, el orden de expresion y efectos causales de una serie de genes o modelar
los sistemas dinamicos dentro de una célula [61].

En este sentido, uno de los temas de investigacion en donde mas se utilizan este tipo de
experimentos en series temporales es el estudio de los ritmos circadianos. Los ritmos
circadianos son ritmos biolégicos con una duracién cercana a las 24 horas, regulan la actividad
metabdlica, hormonal y conductual de los organismos vivos. Estos ritmos son autosostenibles y
persisten en ausencia de estimulos ambientales [62]. Las sefiales ffsicas, como la luz y Ia
temperatura, y las sefiales quimicas endégenas, como los niveles de azlcar o nitrégeno, pueden
modificar su funcién [63-66].

Los ritmos circadianos estan controlados por un mecanismo que se denomina comUnmente
reloj circadiano u oscilador circadiano, que esta dividido en tres partes: una parte esta formada
por genes que se encargan de la coordinacién con el medio ambiente, una segunda es el
llamado nucleo del reloj y la Ultima parte esta formada por aquellos genes que actian como
outputs del reloj.

El ndcleo del reloj, a su vez, esta formado por dos partes, los componentes positivos son genes
que promueven la expresion de otros genes, los componentes negativos. Los componentes
negativos tienen un doble papel, inhibiendo su propia expresion y promoviendo la expresion de
los componentes positivos. De esta manera se crean bucles que oscilan de manera sostenida
[67,68].

Actualmente, Arabidopsis thaliana es la planta superior donde mejor se conoce la estructura y
funciéon del reloj circadiano. Estad formado por la familia de genes PRR (del inglés Pseudo
Response Regulator genes) en concreto PRR7 (también llamado 7OC7), PRR3, PRR5 PRR7y
PRR9, dos tipos de genes MYB conocidos como CCAT (del inglés Circadian Clock Asociated 1) y
LHY (delinglés Late Flongated Hypocotyl) y los genes ELF3, ELF4(del inglés Early flowering), LUX
ARRYTHMO y GI (Gjgantea) [39,69-73]. Los genes PRR5, PRR7y PRRIforman parte del bucle
de la mafiana, mientras que PRR3 es un componente vascular especifico del reloj. El bucle
central lo forman CCA7y LHYjunto con 7OCT.Y el bucle nocturno los forman ELF3, ELF4y LUX
ARRYTHMO. Glregula el fotoperiodo floral [39,74,75].

En un reciente estudio se determinaron los genes que forman parte del reloj en P. axillaris
axillarisy P. inflata partiendo de A. thaliana como molde para realizar la busqueda [39]. La Tabla
2 muestra la lista de genes que forman parte del reloj de Petuniay otras solanaceas, obtenida
del estudio comentado.
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Tabla 2. Lista de génes del reloj circadiano de Petunia y otras solanaceas.

PRR7 P.inflataPRR7a P.axillarisPRR7a Una 6 dos copias
P.inflataPRR7b P.axillarisPRR7b P

PRR3 P.inflataPRR3 P.axillarisPRR3 Una copia

LHY P.inflatal HY P.axillarisLHY Una copia
P'./ (ataELrS P.axillarisELF3
P.inflataFLF3a g .
ELF3 ) P.axillarisELF3a Tres o cuatro copias
PinflatatLF3b P.axillarisELF3b
P.inflataFLF3c '

Duplicado en S. ycopersicum

LUX P.inflatal UX P.axillarisLUX
y S. tuberosum

Estudios realizados en P. hybrida han demostrado como rutas metabdlicas tan importantes
como son la emisién de olor floral o la fotosintesis estan reguladas por el reloj circadiano [57,58].
Ademas otros estudios indican que aspectos importantes de la morfogénesis floral podria estar
influenciada por ciclos luminicos y circadianos [76]. Estos hechos sitdan a £. Aybrida como uno
de los principales modelos en la investigacion sobre ritmos circadianos.
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3.- Objetivos

El objetivo principal de este trabajo fin de grado es el de identificar genes de normalizado en
series circadianas en Petunia x hybriaa, es decir, determinar si los genes de interés en este
trabajo fin de grado mantienen su expresion constante en un periodo de 24 horas. Para ello se
ha utilizado tanto pétalo como hoja de £. Aybrida, con el fin de determinar si existe algun gen
utilizable como gen de referencia en ambos tejidos o, si por el contrario, es mas conveniente
seleccionar un determinado gen segun el tejido objeto de estudio.
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4.- Materiales y métodos

Para estudiar la expresion de los genes seleccionados se ha utilizado la técnica de RT-gPCR
debido a su alta sensibilidad, especifidad y rapidez comparada contra otras técnicas de estudio
de expresion génica.

En cuanto al andlisis de los datos obtenidos, se han llevado a cabo diferentes analisis
estadisticos y se han utilizado diferentes herramientas de cuantificacion relativa para
seleccionar los genes de normalizado apropiados. Las técnicas de cuantificacion relativa son
menos laboriosas que las técnicas de cuantificaciéon absoluta al no requerir una recta de
calibrado, ademas son mas econémicas, por lo que en este caso han sido las técnicas utilizadas.

4.1.- Genes seleccionados y muestreo

A partir de una lista previa, basada en los genes comUnmente utilizados en otros estudios como
genes de normalizado, los genes finalmente seleccionados han sido Actin-77 (ACT), Cyclophilin
2 (CYP), Elongation factor 1a (EF1q), Gliceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase (GAPDH),
Ribosomal protein S13(RPS13), GTP-binding nuclear protein (RANT)y Ubiquitin (UBQ).

En la Tabla 2 se muestran las accesiones de los genes seleccionados de la base de datos de
solanaceas (Solanaceae Genomic Network, SGN) [77] y de la base de datos de Arabidopsis
thaliana (Arabidopsis Information Resource, TAIR) [78] (entre paréntesis, especie identificada
como At); su e-valor, que hace referencia al grado de similitud entre dos genes al realizar un
alineamiento de secuencias con el programa BLAST, cuanto mas bajo es este valor, mayor es la
similitud entre secuencias; la secuencia de los cebadores; el tamafio del amplicén de cada gen
y su eficiencia tal como recoge Mallona et al. [32].

Tabla 3. Caracteristicas de los genes seleccionados.
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Para este ensayo se han tomado 24 muestras, 12 de pétaloy 12 de hoja, de 3 plantas diferentes
y tomadas a diferentes horas. En este experimento, se ha tomado como referencia el inicio de
la hora de luz, a este punto se le denomina ZT0 o Zeitgeber Time O. En este caso ZT0 se
corresponde con las 08:00.

Se han tomado muestras en 4 horas diferentes o puntos de muestreo: ZT3 (11:00), ZT9 (17:00),
ZT15(23:00) y ZT21 (5:00).

Para poder identificar cada muestra de forma rapida y sencilla, a cada una se le ha asignado un
codigo de identificacion, basado en nimeros y letras, siguiendo las siguientes instrucciones:

-Primer digito: A las muestras de pétalo se les denomina con la letra “F" y las muestras
de hoja se les denomina con la letra “H".

-Segundo digito: Segun la planta de la que se haya extraido, a cada muestra se le ha
asignadoun 1, un 2 oun 3.

-Tercer digito: Las muestras tomadas en el punto ZT3 se les denomina con la letra “A”, a
las tomadas en ZT9 se les denomina con la letra “C", a las tomadas en ZT15 se les
denomina con la letra “E"y a las tomadas en ZT21 se les denomina con la letra “G".

Segln este cddigo de identificacion, las 24 muestras se nombran de la siguiente manera:

F1A H1A F1C H1C F1IE H1E F1G H1G
F2A H2A F2C H2C F2E H2E F2G H2G
F3A H3A F3C H3C F3E H3E F3G H3G

Donde, por ejemplo, F2C es una muestra de pétalo, tomada de la planta nimero 2 y en el punto
de muestreo ZT9, es dedir, a las 17:00.

4.2.- Material vegetal y condiciones de cultivo

Para este ensayo el material vegetal utilizado ha sido Petunia x hybridalinea Mitchell, también
llamada W115. Las plantas utilizadas se desarrollaron en la finca experimental “Tomas Ferro”,
dentro de los invernaderos pertenecientes al departamento de genética, situada en La Palma
(Cartagena) y perteneciente a la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT).

Una semana antes del muestreo se trasladaron las plantas a una cdmara de cultivo, que permite
controlar condiciones tales como luz o temperatura, del Instituto de Biotecnologfa Vegetal,
centro adscrito a la UPCT, donde se les indujo un periodo de aclimatacion bajo las siguientes
condiciones: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las temperaturas fueron de 23°C por el
diay 18°C por la noche.
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4.3.- Diseiio experimental

4.3.1.- Toma de muestras

Se seleccionaron hojas jévenes y flores completamente desarrolladas, esto quiere decir que se
seleccionaron hojas con una longitud de entre 1,5y 2,5 cm, y flores en el tercer dia después de
antitesis, de estas Ultimas solo se utilizaron los pétalos.

Tras la recogida de las muestras, estas se introducian en tubos de 1,5 ml y a su vez estos se
sumergian en nitrégeno liquido para su congelacion. Es de vital importancia congelar las
muestras inmediatamente después de su toma, ya que lo que se pretende con esto es
conservar los niveles de mMRNAs de cada gen que existia en la muestra en el momento en el que
se tomo, para asi poder comparar con precision las variaciones en esta concentracion de mRNA
alolargo de 24 horas. Ademas, el hecho de sumergirlas en nitrégeno liquido, cuya temperatura
esigual o inferior a-195,8 °C, permite que las muestras se congelen instantaneamente, evitando
la formacién de cristales de hielo que pudiesen degradar los mRNAs. Una vez congeladas las
muestras se conservaban a -80 °C hasta su posterior analisis.

4.3.2.- Comprobacién de los cebadores

Antes de iniciar el proceso de extraccion del RNA y la reaccién de retrotranscripcion se hizo
necesario un paso previo de comprobacion de la viabilidad de los cebadores a utilizar, ya que
llevaban en el laboratorio algin tiempo sin utilizarse y podian estar degradados. El Unico que no
se comprob¢ fue UBQ, ya que en ese momento s que era un cebador en uso y no hacia falta
comprobar su estado.

Para ello se realizd una PCR con el KAPA Hifi HotStart ReadyMixPCR Kit (KAPABIOSYSTEMS,
https://www.kapabiosystems.com/document/kapa-hifi-hotstart-readymix-tds/). Si los cebadores
no estan degradados, durante el proceso de la PCR amplificaran, si por el contrario estan
degradados no se vera ningun resultado en la PCR, siendo este el modo de comprobar que
estan en buen estado.

Para la PCR se tomaron 10 pl de cada cebador (solucién madre o stock)y se diluyeron con 90 pl
de H20 para una concentracion de cada muestra de 10 mM (solucion de trabajo). Con esta
solucion de trabajo se realizé la PCR.

Para la PCR se utilizd un termociclador GeneAmp™ PCR System 9700 (ThermoFisher Scientific,
https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/pcr/thermal-cyclers-realtime-
instruments/thermal-cyclers/geneamp-pcr-system-9700/9700-discontinuation.html#). En la
realizacion de esta PCR se utilizd DNA de P. hybrida, ademas para cada par cebadores se incluyé
un control negativo, en el que solo habfa H20 en vez de DNA, para descartar cualquier
contaminacion por DNA extrafio.
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La PCR consistié en 25 ciclos, donde en cada ciclo se seguian los siguientes cambios de
temperatura:

1° = 3 minutos a 95°C 3° > 15 segundos a 65°C
2° > 20 segundos a 98°C 4° > 15 segundos a 72°C

Para la electroforesis se utilizd un equipo PowerPac™ Basic Power Supply (BIORAD,
http://www.bio-rad.com/es-es/product/powerpac-basic-power-supply).

La concentracion del gel de agarosa fue del 1%, la tension utilizada 80 Vy el tiempo 20 minutos.

En la Figura 11 se muestran los resultados de la electroforesis. Los cebadores de ACTy £F7ano
amplificaron, por lo que se supuso que estaban degradados y se sustituyeron por otros nuevos.

Figura 11. Para cada cebador se utilizaron dos pocillos, uno con un control negativo
para descartar contaminaciones (izquierda) y otro con el producto obtenido de la PCR.
Enla fila de arriba estan los nombres de cada cebador. Aparece dos veces RPS73 en
ese momento existian dos cebadores de RPS73en el laboratorio, por lo que se comprobd
el estado de los dos. Como se puede ver, uno de los cebadores de RPS73, ACTy EFia
no amplificaron.

4.3.3.- Extraccion de RNA

El protocolo que se ha seguido para la extraccion de RNA ha sido el propuesto por Box et al.
(2011) [79], con las siguientes modificaciones:

-Las muestras se homogeneizaron en tubos de 1,5 ml utilizando un pequefio mortero
de mano, con ayuda de nitrégeno liquido.

-Se sigue el resto del protocolo con la salvedad de que se utilizaran tubos de 1,5 ml en
vez de placas de 96 pocillos.

Este protocolo se puede dividir en dos fases, la primera consiste en una serie de reacciones que
sirven para aislar los acidos nucleicos (DNA y RNA) de la muestra del resto de componentes
celulares. En el segundo paso se utiliza un DNasa para degradar el DNA contenido en la muestra
y asi extraer el RNA de esta.
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Al final de la extraccion se han obtenido 24 muestras de RNA con un volumen de 50 pl y de
concentracion desconocida.

4.3.4.- Ajuste de la concentracion de RNA

Para saber la concentracion de RNA total de cada muestra se mide en un espectrofotometro.
Un espectrofotémetro es un equipo conectado a un sistema informatico que permite llevar a
cabo una cuantificacion de la materia de forma muy exacta y precisa en base a la medida de
absorbancia de la misma. Permite medir desde concentraciones de DNA, RNA hasta proteinas.
El  espectofotometro  utilizado  ha sido un  Nanodrop 2000  (NanoDrop,
http://www.nanodrop.com/Productnd2000overview.aspx).

Para poder realizar la medicién basta con 1 pl de cada muestra, limpiando la lente del
espectrofotémetro con H20 entre muestra y muestra.

Para cada muestra se realizaron tres mediciones, y se asumié como concentraciéon de RNA la
media aritmética de las tres mediciones. A partir de las medidas obtenidas se ajustaron todas
las muestras a la misma concentracion de RNA, expresada como ng/ul.

4.3.5.- Reaccion de retrotranscripcion

Para la reaccion de retrotranscripcion se utilizé el Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit, with dsDNase (ThermoFisher Scientific,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1681). El protocolo de este kit se divide
en dos pasos, un primer paso para la eliminacion de cualquier gDNA que pueda quedar en la
muestra y un segundo paso en el que se realiza la reaccién de retrotranscripcion vy la sintesis
de cDNA. En este paso se seleccionaron algunas muestras como controles RT-, a este tipo de
controles se les afiaden todos los reactivos del kit a excepcion de la transcriptasa inversay sirven
para descartar contaminaciones por gDNA.

Tras finalizar el protocolo, a cada muestra se le afiadié 10 pl de H20, para obtener una
concentracion final de 10 ng/ul.

Para comprobar que se ha realizado correctamente la reacciéon de retrotranscripcién, tras este
paso se realizd una PCR de control utilizando el KAPA Hifi HotStart ReadyMixPCR Kit
(KAPABIOSYSTEMS,  https://www.kapabiosystems.com/document/kapa-hifi-hotstart-readymix-
tds/). La PCRincluia las muestras, un control con gDNA para comprobar que la PCR se ha llevado
a cabo de forma adecuada y un control negativo con H20 para descartar contaminaciones por
DNA.

La PCR consistio en 25 ciclos, donde en cada ciclo se segufan los siguientes cambios de
temperatura:

1° = 3 minutos a 95°C 3° > 15 segundos a 65°C

2° > 20 segundos a 98°C 4° 5 15 segundos a 72°C
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En este caso, en la electroforesis posterior a la PCR las muestras de cDNA tendrian que
amplificar en una Unica banda de poco peso, por lo que tendrian que haber avanzado bastante
en el gel de agarosa y el control negativo no tendrfa que mostrar nada. Las condiciones de la
electroforesis y el equipo utilizado fue el mismo que en la comprobacién de los cebadores. En
la Figura 12 se muestra una imagen de la electroforesis tras la PCR control con las muestras F1A,
F2A, F3A, H1A, H2A y H3A.

Figura 12. Ejemplo de PCR control para las muestras del punto A. A la izquierda se sitUa el
ladder, después las seis muestras del punto A, con la banda de cDNA abajo. Como
controles el gDNA, que ha corrido en varias bandas y el control negativo, donde no se
aprecia ninguna contaminacion.

4.3.6.- RT-gPCR

Para la RT-gPCR se ha utilizado el SYBR Green Master Mix: SYBR Premix Ex Taqg Il (Tli RNase H
Plus) (Takara, http://www.clontech.com/US/Products/Real-
Time_gPCR_and_Reverse_Transcription/Real-
Time_gPCR_SYBR_Detection/SYBR_Premix_Ex_Taq_Il_Tli_Rnase_H_Plus).

Tras llevar a cabo el protocolo del kit se obtienen muestras con un volumen final de 20 pl. Para
la RT-gPCR se van a realizar dos réplicas técnicas por muestra, por lo que el volumen de 20 I
de cada muestra se dividirad en dos, con un volumen de 10 pl por cada réplica. Ademas se
incluyen en la placa dos tipos de controles negativos, un control en el que la muestra de cDNA
se sustituye por H20, también llamado NTC (del inglés no template control para descartar
contaminaciones por acidos nucleicos extrafios, y otro control en el que se ha omitido del
protocolo el paso en el que se incluye la enzima retrotranscriptasa (los controles RT-), también
llamado NAC (del inglés no amplification control) para descartar que haya gDNA no degradado
en las muestras.

Las RT-gPCR se han llevado a cabo en un termociclador Mx3000P gPCR System (Agilent
Technologies, http://www.genomics.agilent.com/en/Mx3005P-Mx3000P-gPCR-Instruments-
Software/Mx3000P-gPCR-System/?cid=AG-PT-199&tabld=AG-PR-1126).
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La PCR consisti6 en 40 ciclos, donde se han producido los siguientes cambios de temperatura:
19> 5 segundos a 95°C
2° > 20 segundos a 60°C

Aliniciarse la RT-gPCRy previo al bucle anterior hay un primer paso que consiste en 30 segundos
a 95°C. Ademas, en el Ultimo ciclo, posteriormente al bucle anterior y para finalizar la RT-gPCR
se producen los siguientes cambios:

19> 1 segundo a 95°C
2° > 30 segundos a 55°C

3° = 30 segundos a 95°C

4.4.- Analisis de los datos

Los datos obtenidos de la RT-gPCR han sido analizados con diferentes herramientas
estadisticas, como son: Bestkeeper [35], Normfinder [34], Genorm [33], el método delta CT [80]
y Reffinder [81].

Todas estas herramientas han sido seleccionadas en base a su gran aceptacion por la
comunidad cientifica, siendo utilizadas en numerosos articulos.

4.4.1.- Funcionamiento de Bestkeeper

Andlisis de la estabilidad de expresién de los genes de referencia. Se calculan la media aritmética
(AM), media geométrica (GM), valor minimo (Min), valor maximo (Max), desviacién estandar (SD)
y coeficiente de variacion (CV) en funcién de los valores Ct obtenidos. Se calculan los valores
Xfold, que representan la sobreexpresion o la subexpresion de cada gen en funcion de la media
geomeétrica y a partir de los Xfold maximo y minimo (Ecuaciones 3y 4), se calcula la desviacion
estandar de los valores Xfold. Los valores Xfold se corrigen a razén de la eficiencia de la RT-gPCR,
E

Min[xfold] — EMin(Ct)-GM(Ct) 3)

Max[xfold] — EMaX(Ct)—GM(Ct) (4)

Después se puede realizar una primera estimacion de la estabilidad de los genes en cuanto a
sus niveles de expresion, basandose en los valores SD y CV. A partir de estos valores los genes
de referencia pueden ser ordenados del mas estable (valores SD y CV mas bajos) al mas
inestable (valores SD y CV mas altos). Los genes de referencia con un valor SD mas alto que 1
pueden descartarse.
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Partiendo de los genes considerados estables (valor SD menor o igual a 1), se puede calcular el
Bestkeeper Index (Bl) que es igual a la media geométrica de los valores Ct de los genes
candidatos, siendo zel nimero de genes candidatos (Ecuacion 5).

Bl =3%/Ctl- Ct2- Ct3-... - Ctz (5

Analisis de las relaciones internas de los genes de referencia. Para estimar las relaciones inter-
genes de todos los posibles pares de genes se realizan numerosos analisis por pares. Dentro
de cada comparacién por pares se calcula el coeficiente de correlacion de Pearson, 7, el
coeficiente de determinacion, 2y el p-valor.

Analisis de la integridad de la muestray la estabilidad de la expresién de los genes de referencia.
Dado que la aparicién de valores atipicos puede oscurecer la precision de la estimacién, se
analizan tanto la integridad como la estabilidad de expresion de las muestras individuales. La
varianza intrinseca de expresion, /nVar, se calcula como aparece en la Ecuacion 6. Donde los
términos entre paréntesis denotan una diferencia de los respectivos valores Ct observados (n)
del gen de referencia (m) respecto del valor Ct medio del mismo gen de referencia
(representado con una barra). Los resultados se expresan en unidades Ct, [¥Ct]. Ademas, este
valor puede expresarse como una eficiencia corregida intrinseca a los valores Xfold con respecto
a la media Ct del mismo factor (Ecuacion 7). Asi, se justifica que las muestras que se desvien
fuertemente, debido a la preparacion ineficiente de la muestra, a la reaccion de
retrotranscripcion incompleta o a la degradacion de la muestra, pueden ser eliminadas del
calculo del BI. Se recomienda eliminar las muestras del calculo cuando varian en un F3.

1

InVan,[¥Ct] = — XL (Ct —Cty)*  (6)
InVar,[¥x_fold] = E,I,’:V“T[ia] (7)

46



Materiales y métodos

4.4.2 .- Funcionamiento de Normfinder

Siendo yig/la expresion logaritmica de la media de los valores para el gen /de la muestra jdentro
del grupo de genes g Y teniendo un total de & genes y G grupos de genes, y un ndmero de
medidas ng dentro del grupo g Un modelo natural para describir yig/ es la suma de tres
términos (Ecuacion 8).

Yigi = Qg + Bgj + €igj (8)

El primer término, ajgrepresenta el nivel de expresion general de un gen candidato /dentro del
grupo g El segundo término, Bg/ representa la cantidad de mRNA dentro de la muestra / El
ultimo término, &g/ es la variacion aleatoria causada por factores bioldgicos y experimentales,
con media igual a 0y o?/g.

El objetivo es estimar la variacion intragrupo a2/g, asi como la variacion intergrupo medida como
la variacionen ajg g=1,2,3.., G

Estimacién de la variacién intragrupo. Para estimar las variaciones intragrupo se forman los
residuos habituales para un modelo aditivo, se cuadran estos y se toma la suma de las muestras
pertenecientes al grupo. Dividiendo la suma por (ng- 1)(1 - 2/k), se obtiene s2jg y la estimacion
de 0?jges la Ecuacion 9.

k

1
~2 __ .2
%ig = Sig Tk — 1)253g

v=1

)

Estimacién de la variacién intergrupo. Sea zjgla media de yjg/sobre todas las muestras del grupo
g Si Bg es la media de Bg/ de todas las muestras del grupo g entonces ziges ajg+ 6g vy la
varianza es 02jg/ng. Con respecto a la variacion intergrupo, esta es la variacion de zjg- 8g g=1,
2,3..., Gque define la viabilidad del gen /como gen de referencia.

Valor de estabilidad. Habiendo ya estimado la variacion intragrupo e intergrupo, se pueden
combinar ambos factores para determinar la estabilidad del gen. De esta forma se agregan las
dos fuentes de variacion en una medida practica del error sistematico que se comete al utilizar
el gen investigado como gen de referencia.

Por tanto, es la distribuciéon de zjg- 6g- ajglo que define la estabilidad del gen / Sin embargo,
una distribucién se puede considerar como una medida de estabilidad poco practica, por lo que
hay que reducirlo a un valor unidimensional definiendo el valor de estabilidad pjgcomo el valor
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absoluto de la media + 1 SD. Finalmente para estimar el valor de estabilidad, se necesita estimar
Zlg- 8g- ajg Con ese fin, se hace la suposicion de que el promedio de ajgsobre los genes /=7,
2, ..., kes independiente del grupo g Entonces Zig- 6g- ajgse puede estimar dig =zjg-Zi. - 7.8
+7.., donde las barras indican promedios, y el valor de estabilidad se define en la Ecuacién 10.

_ 7dy ” 726{/ng
Pig =27t |G/t 37—
V2 +6i5/ng 7?2+ 6ig/ng
(10)

Donde y? es la varianza de ajg y se estima en la Ecuacién 11.

k G k G
v = (k—1)1(G—1)zzdizg_%226i§/”g

i=1g=1 i=1g=1

(11

Siy? es positivo, de lo contrario se estima como 0.
Para obtener un valor Unico para el gen / se toma p/como el promedio de pjg g=7, 2, ..., G.

Requerimientos. La validez de la aproximacion esta relacionada con el nimero de muestras y
genes analizados, es decir, a mayor nimero de muestras y genes, mayor sera la calidad de la
estimacion. El conjunto de muestras debe de contener al menos 8 muestras por grupo, y el
numero de candidatos debe ser de al menos 3 por razones técnicas, aungue se recomiendan
5-10. Es un requisito adicional que los genes se seleccionen entre un grupo de genes sin
expectativa previa de diferencia de expresion entre grupos. Este requisito se utiliza para decir
que el nivel de expresion promedio es el mismo en los diferentes grupos. Por lo tanto, en vez
de suponer que los genes candidatos no muestran ninguna variacion sistematica intergrupo, se
supone que el promedio de los genes candidatos no muestra ninguna variacion sistematica.
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4.4 3. - Funcionamiento de Genorm

Error de normalizacién. Para una muestra de tejido /7, se miden los niveles de expresion de la
RT-gPCR, ajj de n muestras de genes de control internos. Para cada combinaciéon de dos
muestras de tejido py g y cada combinacion de dos genes de control internos /vy 4 se calcula
el error de normalizacién, £(Ecuacion 12). £ por lo tanto, es la diferencia de expresion entre las
muestras py g cuando se normaliza con los genes de referencia jo &

(Vj,k €[l,n], Vp,q €[1,m], j#k, p #q):

Agi Apk
R = %aj %k

jkpq — ]
Agk  Apj

(siR < 1,entonces E = R, porloqueE = R)

(12)

Valor de estabilidad. Para cada combinacién de dos genes de control internos /jy 4 se calcula
un conjunto de valores Ajk que consiste en una transformacion logaritmica de base dos de la
expresion de los ratios ajj / aik (Ecuacion 13). Se define la variacion por pares, Vjk de los genes
de control interno jy A como la desviacion estandar de todos los valores Ajk (Ecuacion 14). El
valor de estabilidad, M) del gen de control interno /se define como la media aritmética de la
variacion por pares Vjk (Ecuacion 15).

(Vj,ke€[ln],j=+k):

Ajx = {logz (ZTli),logz (Z_j,]()’ ,log, (Z—;i) } = {log2 (Z_;]()}L =1-m (13)
Vik = st.desv(4j,) (14)

M = Tr=1Vik

J n-1 (15)
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4.4 4 - Funcionamiento del método ACt

El método ACt determina la estabilidad de los genes candidatos mediante la comparacién de la
expresion relativa de “pares de genes” dentro de cada muestra. Si el valor de ACt de los dos
genes permanece contaste cuando se analiza en diferentes muestras significa que ambos genes
se expresan de forma estable entre esas muestras. Sin embargo si ACt fluctda, entonces uno o
los dos genes se expresan de forma variable. La introduccion de un tercer, cuarto, quinto gen
en la comparacién por pares proporciona mas informacién sobre que genes muestran una
menor variabilidad, y por tanto, que gen o genes tienen una expresion estable entre las
muestras probadas.

Estabilidad relativa de los genes de referencia. La estabilidad de los genes se evalia mediante
su valor ACt y la desviacion estandar. Teniendo en cuenta todos los genes y comparando todas
las posibles combinaciones de genes en funcion de su valor Ct, se forma un patrén por el cual
los genes tienden a estar asociados con niveles altos o bajos de desviacion del ACt, lo que se
relaciona con un nivel alto o bajo de variabilidad en la expresion génica.

445 .- Funcionamiento de Reffinder

Reffinder es una herramienta online que permite introducir los datos obtenidos en una gPCRy
obtener el analisis de la estabilidad de los genes en estudio por Bestkeeper, Normfinder,
Genorm y el método ACt. Los resultados aparecen directamente como graficos y ordenados de
los genes mas estables a los menos estables.

Ademas Reffinder también utiliza sus propios algoritmos para proporcionar al usuario un
ranking con los genes mas estables en funcién del analisis obtenido por Bestkeeper,
Normfinder, Genorm y el método ACt.
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5.- Resultados y discusion

A partir de los valores Ct se han realizado una serie de analisis para determinar los genes
optimos como genes de normalizado segin el tejido estudiado y para ambos tejidos
simultdaneamente.

5.1.- Resultados Ct

Las Tablas 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 muestran los valores Ct obtenidos en las RT-qPCRs de ACT, CYP,
EFT1a, GAPDH, RPS13, RANTY UBQ.

Tabla 4. Resultados Ct en ACT. Tabla 5. Resultados Ct en CYP.

27,295 9 25,03 25325 =) 20,095
25,56 9 26,4565 23,855 9 22,565

24,155 g 27,315

29,185 21 24,415 26,48 21 21,195
20,23 21 24775 24 48 21 22,155
24,225 21 22,98 22,32 21 20,49
Tabla 6. Resultados Ct en £F7a Tabla 7. Resultados Ct en GAPDH.

24755 g 19,13 33,34 g 20,605
22,28 g 22,02 32,78 g 24115
19,735 g 21,825

2574 21 21,835 21,97 21 20,025
23,245 21 20,235 31,755 21 20,545
20,725 21 18,71 25,245 21 19,85
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Tabla 8. Resultados Ct en RPS73.

21,015
28415
25,23

25,89 29,59 9
=) 269 25,885 8
27,21

323,07 26,18
2843 21 2877
25,8245 21 23,675

31,125 21
27,88 21
24815 21

Tabla 10. Resultados Ct en UBQ.

19,025 g
20,26 g
17,79 g

18,03
19,21
18,25

20,468 21
16,725 21
14,685 21

16,715
17,415
15,215

Ildentificacion de genes de normalizado en series circadianas en Petunia x hybriada

Tabla 9. Resultados Ct en RANT.

28,225
27,438

23,71
24,41
22,82

Estos resultados se han obtenido al hacer la media aritmética de las dos replicas técnicas que

se han realizado por cada muestra.
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5.2.- Analisis de la variabilidad en cada uno de los puntos de
muestreo

Los Graficos 3,4, 5, 6, 7, 8 y 9 muestran la variabilidad de los genes en cada uno de los puntos
de muestreo de ACT, CYP, EF1a, GAPDH, RPS13, RANTY UBQ.
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Gréfico 3. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de ACT
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

En el diagrama se observa como AC7 tiene un comportamiento similar entre tejidos,
observandose las mismas tendencias tanto en hoja como en pétalo. En ambos tejidos se
aprecian las mismas variaciones en los niveles de expresién, en ZT3 hay unos valores Ct bajos,
correspondiéndose con un alto nivel de expresion del gen; en ZT9 los valores Ct suben para
volver a bajar en ZT15, aunque en hoja esta bajada es mucho mas marcada; finalmente en
ZT27los valores Ct vuelven a subir, lo que se traduce en un bajo nivel de expresion de ACT,
aunque existe una mayor diferencia de expresion entre tejidos que en el resto de puntos de
muestreo.
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Estas tendencias hacen que al analizar la variabilidad de ACT de forma conjunta, con ambos
tejidos, en ZT21 exista una variabilidad mucho mayor que en resto de puntos de muestreo.
También se observa como ZT3 es el punto de muestreo con una mayor similitud de
comportamiento entre tejidos, formandose una caja muy estrecha con dos puntos atipicos.
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Gréfico 4. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de CYP
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

En CYP las mayores diferencias en cuanto a los niveles de expresion se encuentran en los
puntos ZT3y ZT21, en ambos puntos los valores Ct son mayores en pétalo, traduciéndose en
un menor nivel de expresion del gen. En ZT15 también se observan diferencias entre tejidos,
aungue menos marcadas. En cambio ZT9 muestra unos niveles de expresion muy similares.

Si se estudian ambos tejidos conjuntamente el hecho de que haya esa diferencia en cuanto a
los niveles de expresion en cada tejido hace que haya una gran variabilidad en los puntos ZT3y
ZT21, con bigotes muy largos en ambos casos. En ZT9y ZT15 estos bigotes son mas reducidos,
debido a la mayor similitud en cuanto a niveles de expresion del gen.
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Gréfico 5. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de £F7a
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

El Grafico 5 también muestra diferencias en el comportamiento de £F7aentre tejidos. Mientras
que en hoja los niveles de expresién muestran variaciones, en pétalo la mediana de todos los
puntos se sitla en torno a 22 Cts. Aun asi, en pétalo hay una mayor dispersion de los valores
obtenidos que en hoja.

En cuanto a los niveles de expresién conjuntos de hoja y flor, debido a las diferencias de
comportamiento ya comentadas existe una gran variabilidad en todos los puntos de muestreo.
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Gréfico 6. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de GAPDH
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

GAPDH muestra una gran diferencia de expresion entre tejidos, estando mucho mas expresado
en hoja que en flor.

Este hecho hace que el estudio del comportamiento conjunto de GAPDH en pétalo y hoja
muestre la mayor variabilidad de los genes de estudio, oscilando los niveles de expresion entre
20y 30 0 mas Cts.
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Grafico 7. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de FPS73
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

En el diagrama se observa como RPS73tiene un comportamiento diferente en hoja y pétalo. En
hoja, si analizamos cada punto de muestreo, hay una diferencia entre el valor maximo y minimo
observado menor que en pétalo, sin embargo, hay importantes oscilaciones de los niveles de
expresion entre puntos de muestreo, sobre todo de ZT3 a ZT9. En pétalo no existen estas
oscilaciones, aunque en general, la diferencia entre el valor maximo y minimo observado en
cada punto es mucho mayor.

Estas diferencias de expresion entre tejidos hacen que estudiando los tejidos conjuntamente
exista una gran variabilidad en todos los puntos de muestreo.
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Gréfico 8. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de RAN7
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

RANT muestra tendencias diferentes comparando su comportamiento entre pétalo y hoja. En
hoja hay un gran descenso de los niveles de expresion de ZT3 a ZT9, para despues volver a
aumentar gradualmente en ZT15y ZT21. En pétalo no hay una variacion tan brusca de estos
niveles de expresion, aunque hay una mayor diferencia entre el valor maximo y minimo
observado en cada punto de muestreo.

Esta diferencia de comportamiento entre tejidos se traduce en una gran variabilidad en el
estudio del comportamiento conjunto.
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Gréfico 9. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de UBQ
separando los valores Ct por tejidos (arriba) y tomando las muestras de pétalo y hoja al
mismo tiempo (abajo).

En el caso de UBQ parece ser el gen con unos mayores niveles de expresion, oscilando sus
valores Ct entre 15y 20 aproximadamente. En cuanto a su estabilidad, tanto en hoja como en
pétalo muestra una tendencia a aumentar sus niveles de expresién desde ZT3 a ZT21, siendo
esta tendencia mucho mas marcada en pétalo.

Analizando su expresion de forma conjunta se observa la misma tendencia a subir sus niveles
de expresion.
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El Grafico 10 muestra la variabilidad de los genes de interés en el total de la serie circadiana.
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Grafico 10. Diagrama de cajas y bigotes donde se muestra el comportamiento de los
genes en estudio separados por tejidos en el total de todos los puntos de muestreo.

En general, todos los genes de interés muestran un comportamiento similar si comparamos
ambos tejidos. Destacan sobretodo GAPDH'y RPS73, que muestran un nivel de expresion
bastante menor en flor que en hoja, siendo esta diferencia mucho mas marcada en GAPDH.

Esta diferencia de expresion hace que analizando ambos tejidos conjuntamente GAPDHY RPS13
sean los dos genes con una mayor variabilidad.
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5.3.- Analisis estadistico

La Tabla 11 muestra la media, varianza, desviacion tipica y coeficiente de variacion de cada gen
de interés en muestras de pétalo.

Tabla 11. Estudio estadistico de los valores Ct por gen en pétalo.

Media 25402 23,232 22,488 30,622 27973 26321 18437
Varianza 3,198 3,004 3,361 4,988 6,014 5129 4,379
Desviacion tipica 1,788 1,733 1,833 2,233 2452 2,265 2,093

Coeficiente de variacion (%) 7,040 7,460 8,153 7,294 8,767 8,604 11,350

En pétalo los valores Ct mas altos los tienen GAPDH, RPS713y RANT, con una media de 30,622,
27,973y 26,321 respectivamente. Los mas bajos los muestra UBQ, con una media de 18,437.
En cuanto a la estabilidad del gen, ACT es el mas estable con un coeficiente de variacién de 7,04
%, mientras que el menos estable es UBQ con un 11,35 %.

La Tabla 12 muestra la media, varianza, desviacion tipica y coeficiente de variaciéon de cada gen
de interés en muestras de hoja.

Tabla 12. Estudio estadistico de los valores Ct por gen en hoja.

Media 24,210 21,014 20,252 20977 24906 24,622 17,881
Varianza 2,644 2566 1,825 3,720 3400 4826 1,673
desviacion tipica 1,626 1,602 1,351 1,929 1,844 2,197 1,294

Coeficiente de variacion (%) 6,717 7,622 6,671 9,195 7,403 8,922 7,234

En hoja los valores Ct mas altos los tienen RPS73, RANTy ACT con una media de 24,906, 24,622
y 24,210 respectivamente. El menor valor Ct lo tiene UBQ, con una media de 17,881. La mayor
estabilidad la tienen £F7ay ACT, con un coeficiente de variacion de 6,671 % vy 6,717 %
respectivamente. El gen menos estable es GAPDH, con un 9,195 %.

La Tabla 13 muestra una comparacion de los niveles de expresion entre hoja y flor.

Tabla 13. Comparacion de los niveles de expresion entre tejidos.

Media Flor 25,402 23,232 22,488 30,622 27973 26,321 18,437
Media Hoja 24,210 21,014 20,252 20,977 24,906 24,622 17,881
Incremento en % 4,92 10,56 11,04 45,97 12,31 6,90 3,11
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Si se compara el nivel de expresion del mismo gen entre tejidos, en todos los genes los valores
Ct aumentan en pétalo, esto se traduce en un menor nivel de expresion. El mayor aumento lo
tiene GAPDH, con un 45,97 %, mientras que UBQ es el que menos varia, con un 3,11 %.

La Tabla 14 muestra la media, varianza, desviacion tipica y coeficiente de variacion de cada gen
de interés tomando en cuenta ambos tejidos.

Tabla 14. Estudio estadistico de los valores Ct por gen.

Media 24,806 22123 21,370 25799 26439 25472 18,159
Varianza 3,165 3,947 3,785 28436 6,956 5619 2,975
Desviacion tipica 1,779 1,987 1,945 5333 2,637 2,370 1,725

Coeficiente de variacion (%) 7,172 8,980 9,104 20,670 9976 9,306 9,498

Los genes RPS13 GADPH'y RANT tienen los valores Ct mas altos, con una media de 26,439,
25,799 y 25,472 respectivamente. En cambio, el valor Ct mas bajo lo muestra UBQ, con una
media de 18,159. En cuanto a la estabilidad del gen, ACT es el mas estable, con un coeficiente
de variacion de 7,172 %, mientras que GAPDH es el menos estable con un 20,67 %.
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5.4.- Analisis por Bestkeeper

Los Graficos 11y 12 muestran la clasificacion de los genes mas estables por Bestkeeper.
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Grafico 11. Grafico de barras donde se muestra la clasificacién hecha por Bestkeeper
de los genes en estudio de los mas estables (izquierda) a los menos estables (derecha).

Segln Bestkeeper, los genes mas estables son UBQy ACT, mientras que los menos estables son
RPS73y, con una marcada diferencia, GAPDH.
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Gréfico 12. Gréafico de barras donde se muestra la clasificacién hecha por Bestkeeper
de los genes en estudio separados por tejidos de los mas estables (izquierda) a los
menos estables (derecha). La (F) indica muestras de pétalo mientras que (L) indica

muestras de hoja (en inglés /eave). 63
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Si se separan los genes por tejidos, los mas estables en pétalo son AC7, CYPy EF7q aungue
estos genes son menos estables que los genes mas estables en hoja. Los mas estables en hoja
son UBQ, EFTa, ACTy CYP.

5.5.- Analisis por Normfinder

Los Graficos 13y 14 muestran la clasificacion de los genes mas estables por Normfinder.
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Gréfico 13. Grafico de barras donde se muestra la clasificacion hecha por Normfinder
de los genes en estudio de los mas estables (izquierda) a los menos estables (derecha).

Segun Normfinder, los genes mas estables son RPS73, £F7ay CYP, mientras que los menos
estables son RANT, UBQY GAPDH.
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Grafico 14. Grafico de barras donde se muestra la clasificacion hecha por Normfinder
de los genes en estudio separados por tejidos de los mas estables (izquierda) a los
menos estables (derecha). La (F) indica muestras de pétalo mientras que (L) indica
muestras de hoja (en inglés /eave). Por motivos de espacio dentro del grafico algunos
nombres de los genes se han acortado, pasando £F7aa EFT, GAPDHa GADy RPS73 a
RPS.

Si se estudia el comportamiento de los genes separados por tejidos, en pétalo los genes mas
estables son AC7, CYPy FF7q mientras que los menos estables son RANT, RPS13y UBQ. En
hoja los mas estables son £F7a, ACTy RPS73 mientras que los menos estables son UBQ,
GAPDHYy RANT.

5.6.- Analisis por Genorm

Los Graficos 15y 16 muestran la clasificacion de los genes mas estables por Genorm.
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Grafico 15. Grafico de barras donde se muestra la clasificacién hecha por Genorm de 65
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En este caso, segln Genorm los genes mas estables son CYP, £F7a (igualados en el primer
puesto) y ACT, mientras que los menos estables son UBQY GAPDH.
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Grafico 16. Grafico de barras donde se muestra la clasificacién hecha por Genorm de
los genes en estudio separados por tejidos de los mas estables (izquierda) a los menos
estables (derecha). La (F) indica muestras de pétalo mientras que (L) indica muestras de
hoja (en inglés /eave). Por motivos de espacio dentro del grafico algunos nombres de los
genes se han acortado, pasando £F7aa £F1, GAPDHa GADy RPS13a RPS.

Si se estudia su comportamiento en pétalo y hoja, los genes mas estables en pétalo son ACT,
CYP (también igualados en el primer puesto) ££7ay RANT, mientras que el menos estable es
UBQ. En hoja los mas estables son £F7a RPS73y ACT, aunque la mayoria de los genes
estudiados en flor son mas estables que estos tres en hoja, mientras que los menos estables
son GAPDH, UBQy RANT.
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5.7.- Analisis por el método ACt

Los Gréficos 17 y 18 muestran la clasificacion de los genes mas estables por el método ACt.
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Grafico 17. Grafico de barras donde se muestra la clasificacién hecha por el método ACt
de los genes en estudio de los mas estables (izquierda) a los menos estables (derecha).

En este caso los genes mas estables son CYF, EF7ay RPS13, mientras que los menos estables
son UBQy GAPDH.
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Gréfico 18. Grafico de barras donde se muestra la clasificacién hecha por el método ACt
de los genes en estudio separados por tejidos de los mas estables (izquierda) a los
menos estables (derecha). La (F) indica muestras de pétalo mientras que (L) indica
muestras de hoja (en inglés /eave). Por motivos de espacio dentro del grafico algunos
nombres de los genes se han acortado, pasando £F7aa £FT, GAPDHa GADy RPS713a

RPS.
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En pétalo los genes mas estables son ACT7, CYPy EF1g, siendo RPS73y UBQ1os menos estables.
Mientras que en hoja los mas estables son £F7a, ACTy CYPylos menos estables GAPDHY RANT.

5.8.- Analisis por Reffinder

Como ya se ha comentado anteriormente, Reffinder realiza un analisis de los genes mas estables
basandose en los resultados obtenidos por Bestkeeper, Normfinder, Genorm y el método ACt.
En los Graficos 19y 20 se muestra esta clasificacion.
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Gréfico 19. Clasificacion de los genes mas estables por Reffinder.

Segun Reffinder los genes mas estables son CYP, EF7ay RPS13, siendo los menos estables RANT
y GAPDH,
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Gréfico 20. Clasificacion de los genes mas estables por Reffinder segin tejidos. La (F)

indica muestras de pétalo mientras que (L) indica muestras de hoja (en inglés /eave). Por 68
motivos de espacio dentro del grafico algunos nombres de los genes se han acortado,
pasando £F7aa E£F1, GAPDHa GADY RPS13a RPS.
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Segln tejidos, para pétalo los genes mas estables son AC7, CYPy £F7a mientras que los menos
estables son RPS73y UBQ. Para hoja los mas estables son £F7q ACTy UBQ, mientras que los
menos estables son GAPDHy RANT.

5.9.- Discusion de los resultados

Un reciente estudio realizado en lechuga (Lactuca sativa) estudié la expresiéon de una serie de
genes desde dos marcos temporales diferentes, el del desarrollo de la planta y en un periodo
de 24 horas, es decir, en series circadianas. Los resultados obtenidos en este ensayo, donde se
analizé la expresion de estos genes mediante la técnica de RT-gPCR, indicaban que en ambos
casos eran los mismos tres genes (LsPP2A-1, LsPP2AA3 y LsTIP417) los mas estables en cuanto a
sus niveles de expresion [82].

Aun asi, los estudios realizados en Arabidopsis thaliana, donde los resultados muestran que
bajo diferentes situaciones experimentales se necesitan diferentes genes de normalizado
[28,83,84] y otro estudio en Petunia x hybrida donde, desde el punto de vista del desarrollo de
flor y hoja, se obtenian genes de normalizado ¢ptimos diferentes dependiendo de la linea
genética estudiada (Mitchell o V30) y del tejido en cuestion [32], ponen de manifiesto la
necesidad de la identificacion de los genes de normalizado 6ptimos para cualquier especie,

tejido y condicién experimental.

En este sentido, estudios recientes han demostrado que genes como ODORANTT (ODO7),
EMISSION OF BENZENOIDS II{ FOBI)y EMISSION OF BENZENOIDS |(FOBJ), todos ellos genes de
la familia MYB y pertenecientes al reloj circadiano de P. Aybrida tienen un papel fundamental
en la regulacion de emisién de olor por parte de la flor [85-87]. También se ha demostrado la
influencia del reloj circadiano en la fotosintesis en P. Aybrida [57,88] y como el reloj circadiano
confiere una ventaja evolutiva a las plantas superiores [89].

Todos estos estudios ponen de manifiesto la importancia de 2. Aybrida como organismo
modelo en el estudio del reloj circadiano. La identificacion de genes de normalizado éptimos
en series circadianas permitira la utilizacion de la RT-gPCR como herramienta para el estudio
del reloj circadiano o cualquier experimento en el que se utilicen series temporales cercanas a
las 24 horas.
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6.- Conclusiones

La mayoria de genes estudiados no han tenido el comportamiento deseado en un gen de
normalizado, existiendo una cierta variabilidad en su expresion tanto a lo largo de las 24 horas
como entre tejidos.

Las herramientas de andlisis de la estabilidad utilizadas, Bestkeeper, Normfinder, Genormy el
método ACt usan diferentes algoritmos para determinar la estabilidad de cada gen, por lo que
el uso de Reffinder facilita la labor de elegir los mejores genes de normalizado al proporcionar
una clasificacién de los genes en base al resto de herramientas.

Actin-77 ha sido el gen sefialado como mas estable en pétalo por Bestkeeper, Normfinder,
Genorm, el método ACt y por la clasificacion realizada por Reffinder, por lo que se puede afirmar
que, bajo las condiciones del ensayo y entre los genes estudiados, es el gen de normalizado
optimo en pétalo.

También es valido como gen de normalizado en pétalo Cyclophilin 2, ya que muestra un
comportamiento muy estable segln las herramientas de analisis utilizadas, siendo ligeramente
menaos estable que Actin-717.

Elongation factor 1a es el gen mas estable en hoja para Normfinder, Genorm, el método ACt y
Reffinder y para Bestkeeper el segundo, por lo que se puede calificar este gen como el gen de
normalizado 6ptimo en hoja.

De nuevo Actin-17 tiene un comportamiento muy estable en hoja, considerandolo el segundo
mejor gen de normalizado en hoja, aunque hay una notable diferencia entre la estabilidad de
Flongation factor 1ay Actin-11.

Otro de los objetivos de este ensayo era el de establecer genes de normalizado que sirviesen
tanto para flor como para hoja, en este sentido Cyclophilin 2 es el mas estable en ambos tejidos,
seguido por Elongation factor 7a, aunque hay que aclarar que esto no quiere decir que sean
genes de normalizado validos, ya que siempre se conseguiran unos resultados mas precisos al
utilizar los genes idéneos para cada tejido.
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