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Resumen

El reciente desarrollo del RNA-Seq, un método de secuenciamiento masivo en paralelo para el
analisis de transcriptomas permite conocer el perfil de expresion de las plantas en respuesta
a estrés de tipo abidtico y biodtico. En este estudio, se secuencié el mRNA proveniente de
hojas y raices de dos variedades de papas nativas expuestas a diferentes niveles de sequia.
Lecturas o reads de 50 pares de bases provenientes de mRNA se mapearon al genoma de
papa: 75 — 82% mapearon a posiciones unicas, 6 — 14% mapearon a multiples posiciones
y 9 —12% no mapearon a posicion alguna del genoma. Comparando los perfiles de expre-
sion, se encontraron entre 887 — 1925 genes inducidos/reprimidos por sequia en la variedad
sensible y 998 — 1995 en la tolerante. Este estudio generé informacion de gran valor que
podra ser utilizada en futuros estudios para comprender mejor los mecanismos moleculares
de resistencia a sequia en papa y especies cercanas.
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Abstract

The recent advent RNA sequencing technology (RNA-Seq), a massively parallel sequencing
method for transcriptome analysis, provides an opportunity to understand the expression profile
of plants in response to biotic and abiotic stress. In this study, the mRNA was sequencing from
leaves and roots of two native potato varieties at different levels of drought. Fifty-base-pair
reads from whole mRNAs were mapped to the potato genomic sequence: 75 — 82% mapped
uniquely to the genome, 6 — 14% mapped to several locations in the genome and 9 — 12%
had no match in the genome. Comparing expression profiles, 887 to 1925 genes were found
to be induced/repressed by drought in the sensible variety and 998 to 1995 in the tolerant.
This research provides valuable information for future studies and deeper understanding of
the molecular mechanism of drought resistance in potato and related species.
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Introduccién

La sequia es el estrés medio ambiental mds importante en la agricultura, por lo que
se vienen realizado muchos esfuerzos para mejorar la productividad de los cultivos bajo
condiciones limitantes de agua. La papa, el tercer cultivo alimentario mds importante
del mundo (FAOSTAT 2008) es muy sensible a la sequia, ya que necesita un riego
frecuente. A diferencia de Solanum tuberosum subs. tuberosum, las especies nativas de
los andes, cultivadas a altitudes de 3500 m, estdn adaptadas a diversas condiciones
climdticas adversas (Vasquez-Robinet et al., 2008). Esto hace a estas variedades de papa
los candidatos ideales para estudiar la expresién de genes responsables de la tolerancia
a la sequia.

Este trabajo pretende identificar genes relacionados a sequia en papa, empleando la
tecnologia de secuenciamiento de RNA (RNA-Seq), una herramienta revolucionaria
de la transcriptémica (Mortazavi et al. 2008) que permite secuenciar genes transcritos
y cuantificarlos de manera precisa.
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Materiales y métodos

Material vegetal.- Dos variedades de S. tuberosum andigena,
Negrita 703671 (tolerante a sequia) y Wila-Huakal.ajra 703248
(susceptible a sequia) fueron propagadas in-vitro, enraizadas y
transferidas a un sistema aeropénico de cultivo en la Estacion
Experimental de INIA- Huancayo.

Diseno del experimento.- Las plantas recibieron una ir-
rigacién normal durante aproximadamente 3 meses, tiempo
después del cual comienza la tuberizacién, en este momento
se inicié la induccién del estrés por sequia dejando de regar a
las plantas.

Se tomaron muestras de hojas y raices de ambas variedades
considerando cuatro tiempos de muestreo. Para determinar
los tiempos de muestreo se realizaron mediciones de la tasa
fotosintéticas de la variedad tolerante (703671) en condiciones
normales y de sequia, empleando el equipo CI-340 Handheld
Photosynthesis System (CID Bio-Science, Inc. USA) que es
un analizador infrarrojo de CO,/H,O que mide la cantidad
de CO, asimilada por un drea de hoja conocida en un tiempo
dado. El Tiempo Cero correspondié al control del experimento,
antes del inicio de la sequia. Los tiempos T1, T2 y T3 cor-
respondieron a una disminucién de la tasa fotosintética en la
planta tolerante de 25%, 50 — 60% y una recuperacién hasta
del 80% del valor control respectivamente (Visquez- Robinet
et al. 2008). Los tiempos T1, T2 representaron la respuesta
tempranay tardfa de las plantas frente a la sequia, mientras que
el tiempo T3 represento la recuperacién de las plantas luego
de reiniciado el riego.

Anilisis de expresién.- EIl RNA fue aislado de aproxima-
damente 1 — 2 g de tejido de hojas y raices usando el método
fenol-cloroformo (Buell Lab - Michigan State University, co-
municacién personal 2010), y purificado usando el Kit Ambion

DNA-free (Cat. No. 1906).

El RNA extraido fue secuenciado empleando un secuen-
ciador Illumina Hi-Seq™ 2000. Brevemente consiste en que
la poblacién de RNA extraido fue convertido a una libreria de
fragmentos de DNA, cada molécula luego fue amplificada, cu-
antificada y secuenciada, con lecturas de 50 pares de bases (bp).

Tabla 1. Descripcion de las 16 librerias secuenciadas. T: tolarante,
S: susceptible, L: hojas, R: raices.

Nivel de sequia Variedad Tejido Libreria
Hoja TLC
Control 703671 Raiz TRC
ontro
703048 Hoja SLC
Raiz SRC
703671 Ho!a TL1
R tat Raiz TR1
espuesta temprana
P P 03248 Hoja SL1
Raiz SR1
703671 Hoja L2
R ta tards Raiz TR2
espuesta tardia

: 703248 Hoja SL2
Raiz SR2
Hoja TL3

703671
R . 036 Raiz TR3

ecuperacion

P 03248 Hoja SL3
Raiz SR3

Este procedimiento fue realizado en la Universidad de Michigan
(Buell Lab, Michigan State University). Se generaron en total
16 librerias correspondientes a mRNA de hojas y raices de las
dos variedades en estudio en los cuatro tiempos de muestreo

(Tabla 1).

Para el andlisis bioinformdtico se realizé primero un control
de calidad de las lecturas empleando el programa FastQC versién
0.10.0, y dos herramientas de FastX, FASTQ Clipper, que elimi-
nan secuencias de adaptadores o linkers y FASTQ Trimmed, que
permite eliminar bases de mala calidad presentes en las lecturas,
acortando el tamafo de éstas.

Las lecturas fueron alineadas al genoma de referencia de papa
(PGSC. 2011), empleando los programas Bowtie 2.0.0 (Lang-
mead et al. 2009) y TopHat (Trapnell et al. 2009). Posterior-
mente se ensamblaron y cuantificaron las lecturas empleando el
programa Cufflinks 1.3.0 (Trapnell et al., 2010), y se empleé la
herramienta Cuffdiff para identificar los genes con cambios mds
significativos en el nivel de expresién durante el experimento.

Resultados y discusion

Control de calidad.- Con el programa FastQ se determind
el Phred Score para los reads de las 32 librerfas. Los valores Phred
varfan entre 4 y 60, y asignaron un valor de calidad a cada base
de una secuencia, siendo mds alta la calidad al mds alto valor. Se
consideré como umbral un valor Phred > 28 (considerando que
un valor de Phred = 30 indica que la probabilidad de tener una
base incorrecta es de 1 en 1000). En 5 librerfas las 50 bases de
los reads tienes un valor Phred por encima del umbral, 6 librerfas
presentaron las 3 primeras bases con un valor Phred debajo del
umbral y 5 librerfas presentaron las 4 primeras bases con un
valor Phred debajo del umbral. En estos dos tltimos casos se
empled la herramienta FastX-Trimmer para cortar las primeras
3 6 4 bases de todos los reads de estas librerfas y optimizar la
calidad de los mismos.

Mapeo de las lecturas.- Una vez realizado el control de
calidad, se empled el programa TopHat para mapear todas las
secuencias obtenidas al genoma de referencia de papa que cor-
responde a S. tuberosum Group Phureja DM1-3 516R44 (PGSC
2011). En base al alineamiento, las secuencias fueron clasificadas
en tres clases: reads Gnicos que son aquellos que mapean con
una Gnica posicién en el genoma, reads que mapean con mds
de una posicién en el genoma de referencia y los reads que no
mapean con regién genémica alguna. Empleando el script Perl
mapping stadisticas se calculé el ndmero y porcentaje de estos

reads (Tabla 2).

Del total de reads evaluados por cada librerfa, el 75 — 83%
de reads fueron Gnicos, mientras que el 6 — 14% mapearon a
multiples localizaciones en el genomay 8 — 11% no mapearon
con el genoma. Estos valores indican un desempefio/ rendimien-
to similar de construccién y secuenciamiento entre las librerfas.
Adicionalmente, como un control de calidad se secuencié una
librerfa construida a partir de hojas del individuo de referencia
DM1-3 516R44, encontréndose valores semejantes.

Expresion diferencial de genes.- El siguiente paso en el
andlisis de RNA-Seq fue la reconstruccién del transcriptoma y
su cuantificacién El nivel de expresion de todos los transcriptos
que mapearon en el genoma fue cuantificado como fragmentos

por kilobase de exén por millén de reads (FPKM).
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Tabla 2. Resumen estadistico del nimero de reads secuenciados y mapados con TopHat al genoma de referencia. DM hojas: corresponde a
una libreria construida a partir del RNA de hojas de DM, a quien corresponde el genoma de referencia.

Libreria Total reads Unico % Multiple % Unmapped %
TLC 26304956 21291611 80,94 2758808 10,49 2254537 8,57
TL1 17079619 14158415 82,9 1535509 8,99 1385695 8,11
TL2 22260826 18156792 81,56 2257435 10,14 1846599 8,3
TL3 25424875 20546901 80,81 2214432 8,71 2663542 10,48
TRC 30840996 25101293 81,39 2153567 6,98 3586136 11,63
TR1 19780525 16431906 83,07 1478617 7,48 1870002 9,45
TR2 23292392 19398147 83,28 1475718 6,34 2418527 10,38
TR3 14717082 12249428 83,23 1047903 7,12 1419751 9,65
SLC 27976839 21798560 77,92 3250580 11,62 2927699 10,46
SL1 28223430 21187144 75,07 4139513 14,67 2896773 10,26
SL2 23408804 18275867 78,07 2455980 10,49 2676957 11,44
SL3 20067948 15983176 79,65 2002679 9,98 2082093 10,38
SRC 27993309 22590737 80,7 2129629 7,61 3272943 11,69
SR1 27415791 22386601 81,66 1945125 7,09 3084065 11,25
SR2 24620110 20164169 81,9 1711811 6,95 2744130 11,15
SR3 16975442 13975326 82,33 1162503 6,85 1837613 10,83
DM Hojas 15983851 12481572 78,09 1513613 9,47 1988666 12,44

La comparacién de niveles de expresion entre diferentes
muestras es parte clave del secuenciamiento de transcriptoma.
Empleando el programa Cuffdiff se compararon los perfiles de
expresion de las variedades susceptible (703248) y tolerante
(703671) durante la exposicién a sequia (respuesta temprana,
tardia y recuperacién) y ademds entre ambos individuos.

En la Figura 1 se muestra la comparacién del ndmero total
de transcriptos diferencialmente expresados en hojas y raices de
703248 y 703671 bajo los tratamientos de sequia; el nimero de
genes diferencialmente expresados entre los tratamientos varia
entre 887 — 1995 y se encontré un aumento de este niimero
conforme avanza el experimento.

Respecto a la induccién y represién génica, en hojas de
703248 durante la respuesta temprana se encontrd que 364 genes

2500 -

19251995

2000 + 185

1731 1729
1623 165 —
1506 450

1500 -

1000 | 887

Numero total de genes

o
o
o

Respuesta temprana Respuesta tardia

Tratamientos de sequia

|:| 703248-Hojas - 703248-Raices
[ 703671-Hojas Bl 703671-Raices

Figura 1. Numero total de genes diferencialmente expresados en
hojas y raices de S. tuberosum andigena, variedad Negrita 703671
(tolerante a sequia) y Wila-HuakaLajra 703248 (susceptible a sequia)
durante el estrés por sequia.

Recuperacion

fueron inducidos significativamente, mientras que en la sequia
tardfa y en la recuperacién 893 y 989 genes respectivamente;
esta tendencia creciente en la induccién de genes se mantiene
en hojas y raices de ambas variedades conforme la sequia avanza.
Por otra parte, el nimero de genes reprimidos varié entre 359
en raices de 703671 durante la respuesta temprana y 1085 en
hojas de 703671 también en la respuesta temprana (Fig. 2).

Comparando el perfil de expresién de ambas variedades, se
encontré que en la variedad 703671 un mayor nimero de genes
mostraron cambios significativos en respuesta a la sequia. En
la respuesta temprana, 149 genes inducidos y 276 reprimidos
fueron comunes a hojas de las dos variedades bajo estudio. Se
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Figura 2. Distribuciéon del nimero de genes inducidos y reprimidos
en S. tuberosum andigena, variedad Negrita 703671 (tolerante a
sequia) y Wila-HuakalLajra 703248 (susceptible a sequia) durante
el estrés por sequia.
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HOJAS RAICES
Respuesta temprana Respuesta temprana
703248 703671 703248 703671
Respuesta tardia Respuesta tardia
703248 703671 703248 703671
“ y
Recuperaciéon Recuperacion
703248 703671 703248 703671

Figura 3. Numero de genes inducidos por sequia (respuesta tem-
pranay tardia) y en la recuperaciéon. Se muestra el nimero de genes
compartidos por S. tuberosum andigena, variedad Negrita 703671
(tolerante a sequia) y Wila-HuakaLajra 703248 (susceptible a sequia)
y aquellos de expresion Unica.

encontré un mayor niimero de genes especificos y diferencial-
mente expresados en hojas de la variedad 703671 (272 inducidos
y 809 reprimidos), mientras que se encontraron solo 562 genes
(215 inducidos y 247 reprimidos) especificos de hojas de la
variedad 703248 (Figs. 3 y 4). Un patrén similar se encontré en
raices, 170 genes inducidos y 101 reprimidos fueron comunes
en las dos variedades, encontrindose un mayor nimero de genes
especificos y diferencialmente expresados en la variedad 703671
(469 inducidos y 983 reprimidos), mientras que se encontraron
solo 646 genes (211 inducidos y 435 reprimidos) especificos
de la variedad 703248 (Figs. 3 y 4). Estos genes especificos de
la variedad tolerante representan candidatos que deberdn ser
estudiados a mayor profundidad para conocer el rol que estos
cumplen en la resistencia a sequia.

Es importante resaltar que, durante la respuesta temprana de
ambas variedades se encontré un mayor nimero de genes tinicos
y especificos con expresién diferencial en comparacién al de los
genes comunes, mientras que en la etapa de recuperacién es
mayor el nimero de genes comunes con expresion diferencial. Lo
cual podria indicar que los mecanismos de respuesta temprana a
sequia son especificos de cada variedad, pudiendo ser esta la etapa
clave para encontrar genes responsables de la resistencia a sequia.

En este trabajo, el empleo del RNA-Seq permitié generar 400
millones de reads, que analizados y procesados con herramientas
bioinformdticas permitieron identificar y cuantificar un gran
nimero de genes de papa relacionados a sequia y que podrian
permitir comprender mejor los mecanismos de resistencia en
papa y otras especies relacionadas.

HOJAS RAICES
Respuesta temprana Respuesta temprana
703248 703671 703248 703671
Respuesta tardia Respuesta tardia
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Figura 4. Numero de genes reprimidos por sequia (respuesta tem-
pranay tardia) y en la recuperaciéon. Se muestra el nUmero de genes
compartidos por S. tuberosum andigena, variedad Negrita 703671
(tolerante a sequia) y Wila-HuakaLajra 703248 (susceptible a sequia)
y aquellos de expresion Unica.
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