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Presentacion

En la actualidad el cambio climatico viene incrementando sus efectos como consecuencia de las
actividades antropogénicas del hombre. A consecuencia de ello, en los Ultimos afios el proceso de
deglaciaciéon se ha incrementado en un 20 %, afectando los cultivos y el acceso a los alimentos. La
agricultura en Sudamérica es muy susceptible a los factores climaticos perjudicando principalmente
a los pequefios y medianos productores, ya que se incrementa el costo de produccion de los cultivos.
Una alternativa para mejorar la produccién es el desarrollo de nuevas variedades adaptadas al cambio
climdtico con caracteres que permitan reducir los tiempos de cosecha y sean tolerantes a factores
abidticos como la sequia.

La quinua, es una especie de origen Altoandino y presenta un alto contenido de proteinas y
aminodcidos, caracteristicas que le han permitido ser considerada como un siper grano que contribuye
a la seguridad alimentaria. En los ultimos afos la produccion de quinua peruana ha sido sostenida,
pero los cambios climaticos que se vienen presentando y que se acrecentaran en un futuro, presenta
la necesidad del desarrollo de nuevas variedades adaptadas a los nuevos escenarios climaticos. Para la
generacion de nuevas variedades con caracteristicas de importancia agraria y comercial es importante
conocer la genética de este cultivo, identificar los genes que estan presentes y que son responsables de
otorgarle una o varias caracteristicas deseadas, buscando utilizarlos en programas de mejoramiento
genético con seleccion asistida por marcadores moleculares, permitiendo tener las nuevas variedades
en menor tiempo y a menor costo, a comparacion del mejoramiento cldsico.

Gracias al avance de la genética y las ultimas tecnologias de secuenciamiento ahora es posible
secuenciar genomas en un corto tiempo, permitiendo conocer los patrones genéticos de una especie
determinada e identificar los genes que se expresan o activan frente a una determinada respuesta.
La identificacién de estos genes se realiza utilizando diversas herramientas computacionales que
nos permiten analizar un gran volumen de informacién genética, y mediante el uso de algoritmos
especificos, nos revelan la presencia de estos genes.

Bajo este contexto, se formuld el proyecto 117_PI, cuyas actividades desarrolladas permitieron
generar protocolos y validar metodologias, los cuales son plasmados en esta publicacién como una
guia para estudios similares de transcriptomica en plantas.
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I Descripcion general del proyecto |Problemética

El proyecto esta comprendido en el area de biotecnologia y recursos genéticos, especificamente en Los efectos negativos del cambio climatico disminuyen la produccidn y rendimiento de la quinua.
investigacién adaptativa enfocada a granos andinos (quinua). Las condiciones climaticas que mas influyen en el cultivo son la temperatura, la ausencia de lluvias y
consecuentemente la sequia, factores que vienen ocasionando pérdidas econdmicas a los agricultores

peruanos.

| Objetivo del proyecto | Beneficiarios

Identificar un set de marcadores genéticos asociados a la maduracién temprana y/o tolerancia a Los resultados del proyecto beneficiaran primeramente a la comunidad cientifica, ya que se contard
con una lista de genes candidatos que podran ser aplicados a programas de mejoramiento genético;
. o . . . en segundo lugar, se beneficiardn los agricultores del Peru quienes dependen del cultivo de quinua,
Aislar el ARN total de las p'lantas para su secuenciacion & |<J!ent|ﬁcar I.o.s genes candldato§ asociados a puesto que en un mediano plazo podrdn contar con nuevas variedades de quinua precoces y tolerantes
la precocidad y/o tolerancia a sequia. Los resultados obtenidos permitirdn brindar los primeros pasos a sequia
para la asistencia genética en el programa de mejoramiento en quinua. ’

condiciones de sequia en quinua.
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1.

Evaluacion y seleccion de accesiones de quinua
con caracteristicas de maduracion y/o tolerancia
a sequia

10

Para la identificacion de genes relacionados a una caracteristica en especial, es importante seleccionar bien el
material con el que se va a trabajar y los tratamientos a los cuales seran sometidos, con la finalidad de que los genes
puedan expresarse en caso de encontrarse presentes en dicho material.

En este manual se estan tomando los experimentos y resultados del proyecto como una guia referencial.

La quinua presenta una gran variabilidad genética en la que se puede encontrar un gran numero de genes de
interés para la agricultura. Es importante conocer el origen del material genético, su estabilidad, las cruzas de las
que provienen, afio que fue liberada la variedad mejorada o si son variedades nativas; esta informacion resulta vital
en los andlisis posteriores.

Durante el desarrollo de las actividades del proyecto se contaron con 38 accesiones de quinua nacionales y 3
procedentes de otros paises (Tabla 1).

1.1 Material vegetal

En cuanto al material genético, se conté con 41 accesiones de quinua donde se incluyé una variedad de
Estados Unidos: Redhead, una variedad precoz de alto rendimiento, desarrollada a partir de introducciones
sudamericanas en la década de los 80°s, su panoja es de color rojo rosaceo, con semillas blancas. Las semillas
fueron obtenidas por la empresa Wild Garden Seed, adicionalmente se conté con dos variedades de Bolivia.

Sin embargo, la mayoria de las semillas provienen de los departamentos de Puno (20), Junin (6), Cusco (11) y
Lima (2), y fueron proporcionadas por el Programa de Innovacion Agraria en Cultivos Andinos.

Tabla 1. Lista del material genético de quinua utilizado

N° Cadigo Nombre Region Pais

1 | cq001 Red head USA
2 | cq002 INIA 431 — Altiplano Puno Peru
3 | cq003 Illpa Puno Peru
4 | cq004 INIA 415 — Pasankalla Puno Peru
5 | cq005 Salcedo INIA Puno Peru
6 | cq006 INIA 420 - Negra Collana Puno Peru
7 | cq007 Blanca de Junin Junin Peru
8 | cq008 Huancayo Junin Peru
9 | cq009 INIA 433 - Santa Ana/AIQ/FAO Junin Peru
10 | cq010 Hualhuas Junin Peru
11 | cq011 Compuesto A Junin Peru
12 | cq012 Compuesto B Junin Peru
13 | cq013 Chucuito Lima Peru
14 | cq014 Compuesto Tolerante a Sequia Rojo Puno Peru
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N° Cédigo Nombre Region Pais
15 | cq015 Compuesto Tolerante a Sequia Amarillo Puno Peru
16 | cq016 Compuesto Tolerante a Sequia Rosado Puno Peru
17 | cq017 Compuesto Tolerante a Sequia Anaranjado Puno Peru
18 | cq018 Compuesto Tolerante a Sequia Blanco grano grande Puno Peru
19 | cq019 Compuesto Tolerante a Sequia Blanco grano pequefio Puno Peru
20 | cq020 Misquinua Puno Peru
21 | cq021 Compuesto Tolerante a Sequia Purpura Puno Peru
22 | cq022 Compuesto Tolerante a Sequia Rosado medio Puno Peru
23 | cq023 Compuesto Tolerante a Sequia Negro Puno Peru
24 | cq024 Quillahuaman Cusco Peru
25 | cq025 Amarillo Marangani Cusco Peru
26 | cq026 INIA 427 Amarilla Sacaca Cusco Peru
27 | cq028 INIA 433 - Santa Ana/AlQ/FAO Cusco Peru
28 | cq029 INIA 431 — Altiplano Cusco Peru
29 | cq030 Salcedo INIA Cusco Peru
30 |cq031 Illpa Lima Peru
31 | cq032 INIA 415 — Pasankalla Cusco Peru
32 | cq033 INIA 420 - Negra Collana Cusco Peru
33 | cq034 Blanca de Junin Cusco Peru
34 | cq035 Hualhuas Cusco Peru
35 | cq036 Huancayo Cusco Peru
36 | cq037 Kancolla 1 Puno Peru
37 | cq038 Kancolla 2 Puno Peru
38 | cq039 Kancolla 3 Puno Peru
39 | cq040 Kancolla 4 Puno Peru
40 | cq041 Real Boliviana Amarillo Bolivia
41 | cq042 Real Boliviana Rojo Bolivia

1
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1.2

En algunos casos se cuenta con material duplicadoy lineas avanzadas, las cuales son productos de cruzamiento
y son consideradas como materiales élites, por lo que es importante tener una buena codificacién y
mantenerla en todas las etapas del estudio.

Prueba de germinacién

Las semillas de quinua antes de ser sembradas en macetas deben ser evaluadas para determinar su porcentaje
de germinacion, esto nos indicara la viabilidad de cada material en estudio, informacién que sera util en los
andlisis posteriores.

Metodologia

En una mesa de trabajo, desinfectar las semillas con lejia al 10 %, colocarlas en un recipiente por un espacio
de 30 segundos en agitacion constante, luego semillas enjuagar con agua destilada estéril en otro recipiente
con el fin de eliminar la lejia, después de esto colocar 10 semillas por variedad en placas petri cubiertas con
discos de papel toallay humedecidas con agua destilada (Figura 1). Posteriormente, colocar a temperatura
ambiente en oscuridad, se puede hacer uso de una incubadora si se dispone. Evaluar las semillas a los 5 dias
cuando se observe inicios de germinacion (Figura 2).

Figura 1. Desinfeccion de semillas de quinua con lejia al 10 %. Se colocan diez semillas por placa en papel toalla humedeci-
da con agua destilada hasta su germinacion.

|i‘|||.‘

it
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Figura 2. Germinacién de las semillas de quinua a los cinco dias de incubacién.

Los resultados indican que en promedio, el mayor porcentaje de germinacién fue de 96.8 % y el menor
porcentaje de germinacién fue de 2.38 % (<2 accesiones), siendo las variedades Bolivianas (Real boliviana
roja y Real boliviana amarilla) las que tuvieron el menor porcentaje de germinacién, mientras que la mayoria
de las variedades peruanas llegaron al 100 %. De tal manera que de las 41 muestras de quinua estudiadas,
32 de ellas germinaron al 100 % lo que equivale al 76.19 % del total del porcentaje de germinacién. Por otro
lado, las de menor porcentaje de germinaciéon fueron las quinuas Bolivianas que solo germinaron entre 40 %
y 50 % respectivamente, representando el 2.38 % del total de las muestras evaluadas (Figura 3).

Por lo tanto, se considera que las semillas proporcionadas por el Programa Nacional de Granos Andinos son
de buena calidad, pues la mayoria cuenta con un alto porcentaje de germinacién y la metodologia empleada
para los ensayos se considera como adecuada.
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En la Tabla 2 se puede observar los resultados del porcentaje de germinacion de los materiales de quinua

En los estudios se obtuvieron las mismas respuestas de germinacion, ya expuestas, cuando las semillas fueron
usadas en el ensayo.

Una vez realizada la prueba de germinacion y determinar la viabilidad de las semillas se procede a la siguiente
sembradas en invernadero.

etapa que corresponde a las pruebas de invernadero.

081po)

+*
euang An olpaw opeso
d qAn | 00T 8T0¢/0T/6T | 8102/0T/¥C 0TC oung b p Pesod | s | 2z
| S e 2jueda|ol oummsar:ou
euan eJndin
ds 4| 00T 8T0¢/0T/6T | 8102/0T/¥C SS€ oung . d| 17002 | 12
| S e 2juela|ol oumw:o_rcou
L | eusngAnn | 00T 8T07/0T/6C | 8T0T/0T/¥C 86T ound enuinbsin | ozoba | ot
euan ouanbad oueud ooue
d 9 | 00T 810¢/0T/6C | 810Z/0T/tC 80¢€ oung crbac o 18| robo | 61
| S e 91uela|ol o1sandwo)
euan 9puesd oueid ooue
d 9 | 00T 810¢/0T/6C | 810Z/0T/t¢ St oung b P 19 | crobo | g1
]| S e 2jueds|ol OumUDQEOU
euan opeluele
d 9| 00T 8T0¢/0T/6C | 8102/0T/¥C 9¢€ oung b pefueseuy s1obs | /1
| S e 2juela|ol OumeQEOU
eusan opeso
ds 4| 00T 8T0¢/0T/6C | 8102/0T/¥C 1414 oung b pesoy gTobs | ot
| S e 2juela|ol OumeQEOU
euan o||ew
ds | 001 8107/0T/6C | 8102/0T/vC 8€C oung ewy | oo | et
e|nbag e sjuels|ol 03sandwo)
d euang | 00T 8T0Z/0T/6C | 8T0Z/0T/¥C 11T ofoy
ound einbag e ajueJs|ol oisandwo) vI0bd | 1
ds | euangAnp | 00T 8T0Z/0T/6C | 8T0Z/0T/¥C GST ewn ounany) | €10bd | €1
ds euang | 00T 8102/0T/6C | 8T0C/0T/¥C 8.8 upunr g oisandwo) | ¢Tobd | 7T
L euang | 00T 8T07/0T/6C | 8T0T/0T/¥C 0.9 uunr v oissndwo) | TTobd | TT
ds Jen3ay | 00T 810¢/0T/6C | 810Z/0T/¥C ¥SS ujung senyleny | 0TObd | 0T
L Jeingay | 06 8T0¢/0T/6T | 8102/0T/¥C 147 ulunr BUY BIUES - €€ VINI | 60002 | 6
ds euang | 06 8T02/0T/6C | 8T0Z/0T/¥C (0]87 ujung oAedueny | goobo | 8
d euang | 00T 8T07/0T/6C | 8T0T/0T/¥C 687 uunr ujunr ap eauelg | Loobd | £
d euang | 00T 8T0Z/0T/6C | 8T0Z/0T/¥C (0)87 ound eue||o) e483N - 0¥ VINI | 900bd | 9
ds Jeingay | 00T 8T0¢/0T/6C | 8102/0T/¥C 44" ound VINI 0p32jes | sooba | g
dS | euangAniA | 00T 8T0¢/0T/6C | 8102/0T/¥7C 6ST ound e||leyuesed — ST VINI | #0002 | ¢
d Je|ngay | 00T 8T0¢/0T/6C | 8102/0T/¥T 88T ound ed||| | €00bd | €
d | euangAnp | 00T 8T0¢/0T/6T | 8102/0T/¥7C LYT ound oue|du|y — TE¥ VINI | coobd | ¢
d | eusngAnn | 00T 810¢/0T/6C | 810Z/0T/tC 913 vsn peay pay | TOobd | T

15

14



' Instituto Nacional de Innovacion Agraria

<

16

Fase
vegetativa

Porcentaje
de
germinacion

germinacion

Fecha de

()
T wn
o8
a::
ES
3 n
=2

Region

o ala
a|lk|kF|F nlalajlF|lF|lFlunn wn ala|la|la|laoa|a
—_ —_ —_ —_ —_
c|loc|loc|loc|l o8 S ol c| 8| o|lc|l B8 O ol 0| ©f ©f ®©
clc|lclc|lc|3|3|c|lc|3|c|c|3|3|<c|lc|ce| el e
| 0|l | V| O| | W| V| V| W V| V| w W VOl vl ol o
S| 3| 3| 3| 3|la|l o3| 3|e|l 3| 3|a|lal3|3| 333
D 0|0 |o|d|d|lxx| ||| ||| D|d|d|ao|la
o|lo|lo|o|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|lo|o|o|o
Oo|o|Oo|S|S|S|0w|O|0|a|O|S|w||S|ad|S|wm| T
AlH A= A= — | - =1 =1
00| 00| 00| 00| co| 00| co|oc0|oco|oco|oco|oo|oco|oo|oco|oo|o0|o0]|oc
o R I e e (e [ [ R [ [ [ e [ e e e e
oO|lo|0Oo|l0o|0O|O0O|O0O|O|OC|O|O|O|O|OC|OC|O|O|O| O
N QN[NNI NINNNN N QNS
el NeolNeol ol ol Nol ol ol Hol ol NolNeol No ol NolNolNeol No R =]
dld|d|ld| ||| A A|A| A=
a|lo|a|ajlo|loa|a|lalalalalala|la|la|la|a|a| R
N|N|[N|[N[N|N|N|N|N|[N|N|N|N|N|N|[N|N[N[N
00| 00| 00| 00| co| co| oco| oc0|oco|oco|oco|oo|oco|oo|oco|oco|oco|oc0]| o0
dld|d|ld|d|d|lga|d|g|g|gd|d| ||| || | o
o|lo|o|o|o|o|o|o|o|lo|lo|lo|lo|o|o|o|o|o| o
N N N R B RN BN BN BN BN BN B B B A R A B B R
o|lo0o|0olO0o|l0O|l0O|lO0O|0O|lO|lO|O|OCO|O|lOC|OC|O|OC|O| O
Ao dld| A A A A A || A A A A A=
N BB B AR B AR BB A AR AR AR A AR AR AR AR
NN N[N N|NN[N|N|[N|N | N[N N[N N
| wn n o|lo|m|w
<A RN R I R A N N A A R A =1 A R R T s
RIo| QIS R(o|m|LIF|lo|«|R|H|S|lo| S|
~ 0|0 ||Q|D N[5 ol 3|33 S
©| ©
ol ol ol o| o o ol ol ol of| o = | =
] O| Ol 0| 0| 0|l 0| @m| Ol Q| G| o| G| Q| Q| Qo|Qo|=|=2
c (%) 0 (%] (7] (%] (%) e %] %) %] %) (%] c o [ cl=|=
S S| 3| 33| 3| 3l&|l 3533|331 3| 5|55 35|09 0
a Ol |ag|lLO(lLVO|lLV|IVO|V|la|laoa|la|a| oo
R
S
o
Q
a 5 e
9] 3 © 2
c =l &l 2| o =213 5
c o | o
I || <| € 8| O gl e
= on| O © © [e]
] = © = 1= oy < | <
— cC| = - o © £
(] c|l®| =S|l <S| B n| W= ©| ©
= ol 5| S| o =] <« c| Q| 5 c| c
o = Elv | <] = e R c| ©
2 SIEl<| | 7| Z o W ol PN ]SS
] S| 2| H| o N oloc| ol 2oc|o|l ol o|=|=
> cl=lNNlon| o - | N © > Ol=|=|=|= [e] (o)
QQo|®|T|IST|(S[Y|D S| S|£|1 2198/ 8|8|x|x
A EIR IR R R R T E I I I A A
© | 2 3 S|l ol ol c| 0|
OZ|O|<|E|Z|Z|F|=|E|&€|n|IT | |2|2|2|2|x|x
I |||l |o|o|ld|la|m|g|vw|o|N| ||| d|
I SN R N RN A R A A s A s A s A A s A A R R - - A B,
(=] [ejnelNclNclNeolNol ol NolNolNolNolNeolNolNolNolNol Noll Ne)
o | o| o|o| o| o| o|lo| o|o| o| o| ol ol ol ol ol ol o
(8) o (S) o o o o () (8] o () o o (8] o o o (8] o
I twnm|lolN|o|lo|lo|ld|la|n|gd|w|o|N| 0|l o
~ N N[N N|NNO|on[o|on[odv|on|od|en|odn|on| S| <

semiprecoz
tardia

Manual de procedimientos para estudios de transcriptomas en quinua

2. Evaluacion y seleccion de materiales de
quinua por su maduracion temprana

Para la evaluacién y seleccién de quinua es necesario contar con un invernadero que tenga las condiciones basicas
de: luz ambiental, agua, desagiie y mesas o plataformas donde se coloquen las macetas. En nuestro caso los
experimentos se realizaron en el invernadero del Centro Experimental del INIA localizado a 12° 4’ 36,03 Sy 76° 56’
42,857 O, con una altitud de 112 m, el cual fue acondicionado para las plantas de quinua.

2.1 Experimento en invernadero

Este experimento se trabajo con 41 muestras de quinua las cuales fueron sembradas en macetas de 22 cm
de altura por 29 cm de didmetro, como sustrato se utilizd vermiculita (aproximadamente 280 g/maceta),
posteriormente se afiadié vermiculita de forma progresiva dependiendo de la necesidad de la planta.

Disefio experimental

El disefio experimental abarco trabajar con 6 réplicas, para tener mayor solidez en los analisis estadisticos,
en nuestro caso se llegd a un total de 246 macetas (Figura 4). En cada maceta se sembraron 5 semillas de la
misma accesion, posteriormente a los 27 dds (dias después de la siembra) se seleccioné un solo material de
las 6 réplicas como criterio de uniformidad.

Se aplicé un Modelo Aditivo Lineal (MAL), comuln en experimentos en invernaderos, Yij= x + 77 + EJj,
donde x representa el efecto comun a todas las observaciones, 77 el efecto del tratamiento y Ejj el efecto
del error experimental.

Sistema de riego

Al inicio del riego se adicion6 agua de grifo, aproximadamente 200 ml/maceta, hasta la primera semana,
luego se adicioné 100 ml de solucién hidropdnica cada 48 horas hasta el punto de saturacidon de campo
(capacidad de retencién de agua del suelo).

2

Figura 4. Crecimiento en invernadero de 41 muestras en 246 macetas de quinua.
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3.

Estudio de floracion temprana

18

Lafloracion es uno delos procesos clave en el ciclo vital de una planta debido a que inicia su fase adulta (reproductiva).
El estudio de los mecanismos reguladores de la floracién ha sido crucial para entender este proceso y poder
desarrollar herramientas biotecnoldgicas con beneficios para la agricultura; sin embargo, estas caracteristicas son
muy poco estudiadas, lo que se sabe es que la floracidén es un rasgo complejo controlado por multiples genes,
siendo responsable de impactos considerables en la adaptabilidad, biomasa y en el valor econdmico de los cultivos
(Corbesier et al., 2007).

En Arabidopsis thaliana se han identificado diferentes genes en el estudio de las vias de fotoperiodo, vernalizacion
y vias auténomas (Amasino, 2010; Corbesier et al., 2007). En la ruta del fotoperiodo hay genes que controlan el
tiempo de floracidn en respuesta a los cambios estacionales en la duracién del dia. Los dos genes principales que
responden al fotoperiodo en esta planta son: CONSTANS (CO) y FLOWERING LOCUS T (FT), estos son vitales en la
regulacion de la floracién (Corbesier et al., 2007; Michaels et al., 2005). En Arabidopsis, la proteina GIGANTEA (Gl),
un gen implicado en el control del ritmo circadiano, activa la expresién del gen CO; el papel de la proteina CO en la
floracion es activar el gen FT que promueve la floracién.

En el caso de la quinua aun hay poca informacidén de los genes involucrados en el proceso de floracidn, es por ello
que en el proyecto se identificaron genes candidatos involucrados en este proceso.

Es importante tomar datos fenoldgicos durante el desarrolo del experimento de las diferentes etapas del desarrollo
de la planta hasta la formacion de granos.

Para el estudio de floracién se realizaron evaluaciones desde el dia de emergencia de la plantula hasta la formacién
de granos. A continuacidn, se describen los estados fenoldgicos utilizados en este estudio, para ser tomados en
cuenta en posteriores experimentos, descritos por Mujica et al. (2014):

a. Emergencia:

Cuando los cotiledones aun unidos, emergen del suelo a manera de una cabeza de fésforo y es distinguible
solo cuando uno se pone al nivel del suelo, ocurre de los 5 a 6 dias después de la siembra en condiciones
adecuadas de humedad.

b. Hojas cotiledonales:

Los cotiledones emergidos se separan y muestran las dos hojas cotiledonales extendidas de forma lanceolada
angosta, ocurre de los 7 a 10 dias de la siembra.

c. Dos hojas verdaderas:

Fuera de las dos hojas cotiledonales aparecen dos hojas verdaderas extendidas que ya tienen forma
romboidal, con nervaduras claramente distinguibles y el siguiente par de hojas se encuentran en botén foliar,
ocurre de los 15 a 20 dias de la siembra.

d. Cuatro hojas verdaderas:

Cuando se observan dos pares de hojas verdaderas completamente extendidas y aun se nota la presencia
de las hojas cotiledonales de color verde, encontrandose en botdn foliar las siguientes hojas del dpice de la
pldntula e inicio de formacién de botones en las axilas del primer par de hojas; ocurre de los 25 a 30 dias
después de la siembra.
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Seis hojas verdaderas:

Se observan tres pares de hojas verdaderas extendidas, tornandose de color amarillento, las hojas
cotiledonales se muestran algo flacidas, se notan las hojas axilares desde el estado de formacion de botones
hasta el inicio de apertura de botones del dpice a la base de la plantula, esta fase ocurre de los 35 a 45 dias
de la siembra.

Ramificacién:
Se notan 8 hojas verdaderas extendidas asi como la extension de las hojas axilares hasta la tercera fila de
hojas en el tallo, las hojas cotiledonales se caen y dejan cicatrices claramente notorias en el tallo, también se

observa la presencia de la inflorescencia protegida por las hojas sin dejar al descubierto la panoja, ocurre de
los 45 a 50 dias de la siembra.

Inicio de panojamiento:

La inflorescencia va emergiendo del apice de la planta, observandose alrededor aglomeraciones de hojas
pequeias con bastantes cristales de oxalato de calcio, las cuales van cubriendo a la panoja en sus tres cuartas
partes. Ocurre de los 55 a 60 dias de la siembra; asi mismo, se puede ver amarillamiento del primer par
de hojas verdaderas (hojas que dejaron de ser fotosintéticamente activas), ademas se produce una fuerte
elongacién y engrosamiento del tallo.

Panojamiento:

La inflorescencia sobresale con mucha nitidez por encima de las hojas superiores, notandose los glomérulos
de la base de la panoja, los botones florales individualizados y sobre todo los apicales que corresponderan a
las flores pistiladas. Esta etapa ocurre de los 65 a 70 dias.

Inicio de la floracion:

Se da cuando las flores hermafroditas apicales de los glomérulos conformantes de la inflorescencia se
encuentran abiertas, mostrando los estambres separados de color amarillento, ocurre de los 75 a 80 dias de
la siembra.

Floracion:

El 50 % de las flores de la inflorescencia se encuentran abiertas, esto ocurre de los 90 a 100 dias de la siembra.

Grano lechoso:

Son los frutos que al ser presionados entre las uias de los dedos pulgares, explotan y dejan salir un liquido
lechoso, ocurre de los 100 a 130 dias de la siembra.

Grano pastoso:

Son los frutos que al ser presionados presentan una consistencia pastosa de color blanco, ocurre de los 130
a 160 dias de la siembra.
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m. Madurez fisiolégica:

La fase en que la planta completa su madurez, se reconoce cuando los granos al ser presionados por las ufias
presentan resistencia a la penetracion, ocurre de los 160 a 180 dias de la siembra (Figura 5).

Para este estudio se selecciond una variedad de quinua precoz (Red head cq001), la cual tuvo su inicio de floracién en
un promedio de 46.3 dias y una maduracién a los 73.7 dias promedio mientras que, la variedad tardia seleccionada
€g0033 maduro a los 85 dias promedio (Figura 6y 7).

Una vez realizada la evaluacidon fenoldgica los datos deben ser trascritos a un archivo de Excel con el fin de poder
realizar las evaluaciones estadisticas como andlisis de varianza, DCA, entre otros. Existen diversos programas software
libre que ofrecen una amplia gama de herramientas estadisticas, siendo el programa R el mas recomendado por los
investigadores.

D,

L}

Figura 5. Muestras de quinua fisiolégicamente maduras.

Con los datos de la evaluacidn de los 41 materiales, se obtuvo el promedio y la media del inicio de floracidon de las
6 repeticiones de cada muestra, la cantidad de repeticiones nos da mayor solidez estadistica, comparando los dias
de inicio de floracién de todos los tipos de quinua evaluadas.

Gracias a los datos proporcionados por el ensayo descrito, ahora se dispone de informacién acerca del
comportamiento de cada material de quinua; se conoce cuales son precoces y cudles son tardias, a través de su dia
de inicio de floracién y post-floracién, informacién importante para los estudios genéticos (Tabla 3).

Los resultados del experimento determinaron que las variedades mas precoces fueron la cq001 (Red head) con un
promedio de 46.33 dias y la cq0042 (Real boliviana roja) con un periodo de 43.67 dias; mientras que las variedades
que mas demoraron en iniciar su floracién fueron la cq003 (INIA 420) y la cq034 (Blanca de Junin) con un promedio
de 74 dias (Tabla 4).
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Figura 6. Inicio de la floracién, donde se observan las variedades precoces (cq042, cq001) y las variedades tardias (cq033, cq034).
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Tabla 3. Promedio de inicio de floracién del material genético en estudio

Variedad n (Dias) Media Min Max
v cq001 6 46.33 42 56 v

cq002 6 56 53 60

cq003 6 55.67 54 60

cq004 6 53.17 53 54

cq005 6 55.17 53 60

cq006 6 63.33 54 68

cq007 6 62.83 54 68

cq008 6 62.33 60 64

cq009 6 63 60 67

cq010 6 66.17 60 69

cq011 6 61 60 64

cq012 6 61.33 60 64

cq013 6 57.67 55 61

cq014 6 58.67 53 65

cq015 6 68 68 68

cq016 5 60 66 69

cq017 6 67.33 67 68

+ cq018 6 54.17 53 60 +

cq019 6 57.67 53 60

cq020 6 58.67 53 60

cq021 6 58.67 56 60

cq022 6 61.17 54 75

cq023 6 55.5 54 56

cq024 6 65.8 62 69

cq025 6 68.33 67 75

cq026 6 65 61 67

cq028 6 67.67 60 75

cq029 6 56.67 55 60

cq030 6 59.67 54 67

cq031 6 59.33 53 67

cq032 6 54.5 53 60

cq033 6 75 75 75

Figura 7. Evaluacién de las plantas de quinua: (A) cq016 variedad precoz, (B) cq037 variedad cq034 6 74.33 68 80
tardia, (C) evaluacion y registro de todas las muestras de quinua. q035 6 5933 56 67
cq036 6 66.17 61 75
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Variedad n (Dias) Media Min Max
] » -
cq037 6 62.33 56 68 4. Estudio de sequia en quinua
v cq038 6 63.33 54 73 v
¢q039 6 62.5 54 73 La quinua posee una c_apa,cidad innata excepcional para hacgr.frente a la escasez de agua basada en su bajo
requerimiento de agua intrinseco y la capacidad de reanudar rapidamente su nivel fotosintético anterior, asi como
€q040 6 62.17 60 67 su drea foliar especifica después de un periodo de sequia (Jensen et al., 2000; Jacobsen et al., 2009).
cq041 6 47.17 46 50 La tolerancia a la sequia de la quinua ha sido atribuida a su sistema radicular ramificado y profundo que penetra
cq042 6 43.67 41 48 hasta 1.5 m en suelos arenosos (Alvarez-Flores, 2012) y la presencia de vesiculas en las hojas que contienen oxalato
de calcio, lo que podria reducir su transpiracién (Jensen et al., 2000; Siener et al., 2006). Se ha demostrado que
la alta eficiencia fotosintética instantanea (medido como la eficiencia fotoquimica o como la eficiencia del uso de
la radiacién), se mantiene en la quinua a pesar del déficit de agua. La planta también evita la sequia mediante la
reduccién de su superficie foliar por desprendimiento de hojas, cuenta con células de paredes pequefias y gruesas
que preservan la turgencia incluso después de severas pérdidas de agua, y la regulacion de los estomas (Jensen
et al., 2000). Ademas, la quinua puede escapar de la sequia mediante precocidad (genotipos tempranos), factor
crucial en areas donde el riesgo de sequia aumenta hacia el final de la temporada de crecimiento (sequia terminal),
asi como por el bajo potencial osmdtico y su capacidad para mantener turgencia positiva incluso a bajo potencial
Tabla 4. Accesiones mds precoces y mds tardias de quinua hidrico foliar (Bhargava et al., 2006).
Precoces DIE Tardias Dias 4.1 Metodologia
cq001(Red Head) 46.3 | cq034 (Blanca de Junin) 74.33 Para el experimento de estrés hidrico, se trabajoé inicialmente de la siguiente manera:
cq002 (Altiplano 431) 56 cq033 (Negra Collana) 75 . .
3 ° Experlmento en mvernadero:
cq018 (Compuesto Tolerante a 54.17 | cq017 (Compuesto Tolerante a Sequia 67.33
Sequia Grano Grande) Anaranjado) Se trabajo con 41 materiales de quinua, las cuales fuero? sembradas en macetas;ie 22 cn')l de altura por
— - - p 29 cm de didmetro; como sustrato se utilizd vermiculita (aproximadamente 280 g/maceta), la adicién de
cq041 (Real Boliviana Amarilla) 47.17 | cq025 (Amarillo Marangani) 68.23 vermiculita fue progresiva dependiendo de la necesidad de la planta.
+ cq042(Real Boliviana Rojiza) 43.67 | cq028 (Santa Ana 433) 67.6 . . +
e Disefio experimental:
Por cada material se sembraron 6 réplicas, resultando en un total de 246 macetas. En cada maceta se
sembroé 5 semillas de la misma variedad, posteriormente a los 27 dds (dias después de la siembra), se
selecciond un solo material por planta como criterio de uniformidad en los materiales.
Se disefié un Modelo Aditivo Lineal (MAL) que es comun en experimentos en invernaderos, donde Yij=u
+ 77 + Eij, donde grepresenta el efecto comun a todas las observaciones, donde #representa el efecto
comun a todas las observaciones, 77 el efecto del tratamiento y £7j el efecto del error experimental.
4.2 Sistema de riego
Al inicio del riego se adiciond agua de grifo aproximadamente 200 ml/maceta hasta la primera semana, luego
se adiciond 100 ml de solucién hidropdnica cada 48 horas (Tabla 5), hasta el punto de saturacién de campo
(capacidad de retencién de agua del suelo).
Las muestras que pasaron al estado de floracion fueron sometidas a estrés hidrico.
También se evalud el estado fisioldgico de la planta y se evalud el contenido de clorofila mediante el equipo
MC-100 (Apogee instruments).
De las 6 macetas por material, se seleccionaron 3 de manera aleatoria para ser inducidas a sequia total en
la etapa de floracion, las otras 3 macetas/material fueron seleccionadas como control. Las condiciones de
sequia fueron evaluadas por dos semanas (periodo 54 a 71 dias), después se reanudé el riego continuo a
capacidad de campo, dentro de este periodo se evalud el contenido de clorofila, a través del equipo medidor
de clorofila MC-100 (Figura 8).
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Tabla 5. Dosis de Fertilizacion de quinua con solucidn hidropdnica

N° Fecha de aplicacion  Solucién A(mililitros)  Solucidn B(mililitros) Agua (litros)
1 10/12/2018 350 140 70
2 13/12/2018 350 140 70
3 22/12/2018 250 100 50
4 24/12/2018 250 100 50
5 28/12/2018 250 100 50

e

+*
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Figr 8. Medicion del contenido de clorofila en hoas de quinua.
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Nota:

La transmision de clorofila es caracteristicamente alta en el rango del infrarrojo cercano y muy
baja en la gama de los rojos, porque las plantas verdes absorben la radiacion visible para la
fotosintesis y transmiten cerca al infrarrojo que no utilizan.

El MC-100 Medidor de Concentracién de Clorofila utiliza LEDs que emiten longitudes de

onda especificas en las gamas de rojos e infrarrojos. El detector analiza la relacién de las dos
longitudes de onda para determinar el Indice de Concentracidn de Clorofila (CCl). Los datos son , ,
presentados en mol por m? de superficie de la hoja.

Los experimentos en el invernadero también tuvieron un control fitosanitario preventivo con el objetivo de que el
material vegetal no sea afectado por alguna enfermedad, como el “mildiu” causada por el oomiceto Peronospora
farinosa; para lo cual se aplica Ridomil® al 5% o Aliette 80WG® al 22 %, estos productos son fungicidas por lo cual
se debe tomar las precauciones necesarias al momento de su aplicacion y utilizar los implementos adecuados de
seguridad.

En el caso de aparicidn de insectos, fumigar con cipermetrina, insecticida del grupo de los piretroides, a una
concentracién del 20 %.

+
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La aplicacion se realiza por prevencién o cuando haya evidencia de alguna plaga.

Para la evaluacion de variedades tolerantes a sequia se debe comparar el CCl de los controles y
de los materiales sometidos a sequia, en los periodos de prefloracion, floracién y post-floracion,
donde se repondra el riego continuo (Figura 9).

Figura 9. Evaluacion de las plantas de quinua sometidas a sequia.

7

Para el caso del estudio se elabord la Tabla 6 donde se describen las evaluaciones por cada material y tratamiento,
también se realizaron pruebas estadisticas con graficas lineales.

Tabla 6. Accesiones tolerantes y susceptibles segtin su CCI

G EETNG Susceptible

Manual de procedimientos para estudios de transcriptomas en quinua

cq003 llpa cq001 Red head
cq004 INIA 415- Pasankalla cq002 INIA 431-Altiplano
cq005 Salcedo INIA cq007 Blanca de Junin
cq006 INIA 420 -Negra Collana cq008 Huancayo
cq012 Compuesto B cq009 INIA 433 - Santa Ana /AIQ/FAO
cq023 Compuesto tolerante a sequia cq010 Hualhuas
cq028 INIA 433 - Santa Ana /AIQ/FAO cq011 Compuesto A
cq030 Salcedo INIA cq013 Chucuito
cq031 Ilpa cq014 Compuesto Tolerante Rojo
cq032 INIA 415-Pasankalla cq015 Compuesto Tolerante Amarillo
cq033 INIA 420-Negra Collana cq016 Compuesto Tolerante Rosado
cq034 Blanca de Junin cq017 Compuesto Tolerante Anaranjado
cq035 Hualhuas cq018 Compuesto Tolerante Blanco
cq036 Huancayo cq019 Compuesto Tolerante Blanco
cq037 Kankolla 1 cq020 Misiquina
cq038 Kankolla 2 cq021 Compuesto Tolerante Purpura
cq039 Kankolla 3 cq022 Compuesto Tolerante
cq041 Real Boliviana amarillo cq024 Quillahuaman
cq025 Amarillo marangani
cq026 INIA 427 Amarilla Sacaca
€029 INIA431 Altiplano
cqo40 Kankolla 4
cq042 Real Boliviano rojo
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La comparacion de las muestras se realizd, a partir del dia 28 hasta el dia 84, por cada caso se tomaron las 6
repeticiones y se realizé6 un DCA (Disefio Completamente Aleatorizado), donde se estudiaron los efectos de la
sequia a diferentes niveles o dias.

Formula de prueba de hipotesis en DCA:

Ykn = p+Tk +ekn

Ykn = variable de respuesta
vl = mediaglobal T

k = efecto del tratamiento
ekn = error aleatorio

Se trabajo cada caso de manera individual, por ejemplo; la muestra cq001 se compard con el control desde el inicio
de la floracién hasta post-floracion (Figura 10).

EVALUACION DE REACCION A SEQUTA SEGUN EL CONTENDD DE CLOROFILA

L5 0%

ELT 3]

EAR-C

1547~

7z 1z 23 L3 £3 4 L I &7 % a4
Lot DE EVALLUACICH DESPUES DE LA SIER BIRA

—E— CONTHO. —E—ELOUN

Figura 10. Comparacion del CCl a partir del inicio de pre-floracién, floracién y post-floracion en el experimento a sequia.
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Estudio de transcriptoma mediante RNA-seq

La transcriptomica estudia y compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de ARN mensajeros o transcriptos
presentes en una célula, tejido u organismo. Los transcriptomas son muy variables y muestran qué genes se estan
expresando en un momento dado.

La transcriptémica, asi como la gendmica se apoya de las herramientas bioinformaticas para poder identificar los
genes expresados en un experimento determinado.

Consideraciones para el estudio de transcriptomas

Es muy importante para los estudios de transcriptomas en plantas tener definidos los tratamientos que se van a
trabajar y el nimero de repeticiones por tratamiento. Cada tratamiento debe tener su respectivo control, esto para
garantizar la robustez y fiabilidad de los resultados. Se recomienda incluir al menos dos réplicas bioldgicas, por cada
tratamiento, aunque algunos estudios sugieren que la robustez estadistica se alcanza con al menos seis réplicas
bioldgicas (ENCODE, 2004).

5.1 Aislamiento de ARN total

En los estudios de transcriptomas es muy importante saber con qué parte de la planta se debe trabajar; para
el caso especifico de identificaciéon de genes relacionados a maduracion temprana se debe trabajar con las
hojas, en el caso de identificaciéon de genes asociados a tolerancia a sequia se debe trabajar tanto con las
hojas como con las raices.

El Acido Ribonucleico (ARN) es una molécula muy inestable, por lo que se debe trabajar en éptimas
condiciones para que las moléculas de ARN no se degraden y evitar la pérdida de informacion genética;
es por este motivo que en este manual se detallan las consideraciones necesarias para realizar un buen
aislamiento y purificacion de ARN, tales como:

e Saber identificar el tiempo de colecta de las muestras segun el tratamiento y el estudio que se esta
realizando.

e Utilizar material esterilizado, de ser posible libre de RNasa.
e Usar guantes de latex libres de polvo.

e Usar mandil manga larga, tapaboca y gorra.

e Trabajar con cajas de tecnopor con hielo.

e lacolecta para el caso de expresion de genes se debe realizar en el mismo lugar donde se ha realizado el
experimento, invernadero (Figura 11).

e las muestras de tejidos de la planta colectadas deben ser congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas
en una ultracongeladora a -80 °C.

e Segun la tecnologia de secuenciamiento que se vaya a trabajar, las empresas que ofrecen servicios
de secuenciamiento indican la concentracién y calidad del ARN requerida; por lo que es importante
coordinar con las mismas, antes de realizar extraccidon la ARN de las muestras en estudio.
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5.2 Metodologias para el aislamiento del ARN

Tomando en cuenta el caso de las plantas, existen en el mercado varios kits comerciales que permiten aislar v
ARN de buena calidad, algunos kits se presentan en minicolumnas con membrana de silice cuyo fundamento

es la cromatografia de intercambio idnico, otros kits utilizan perlas magnéticas, y también encontramos kits

que utilizan compuestos quimicos como principio activo, tal como el fenol (un compuesto volatil téxico), la
hidroxiquinoleina (inhibidor de ARNasas), el tiocianato de guanidina y/o el tiocianato de amonio.

Es importante estandarizar adecuadamente el protocolo de extraccion y probar varias metodologias ya que,

para el caso de las plantas, cada especie puede contener diferentes metabolitos que dificultan la extraccién
de ARN.

La extraccion de ARN total de quinua se realizd con el reactivo TRI reagent®, que utiliza como principio activo
el fenol, al ser un reactivo téxico se deben tomar las medidas de seguridad correspondientes y los residuos
deben ser correctamente eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad del laboratorio (Figura 12).

Figura 12. Reactivo TRI reagent®, empleado para la extraccion de ARN
Recuperado de https://www.genbiotech.net/

Figura 11. Colecta de muestras. (A) Colecta realizada en el invernadero, (B) colecta de material
realizada en laboratorio.
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5.3 Protocolo de extraccion de ARN a partir de plantas de quinua

66

Este procedimiento se estandarizd para obtener ARN total de Odptima calidad, es decir grado de

secuenciamiento, para ello se utilizé el reactivo TRI Reagent® y se siguid el protocolo del fabricante, con
algunas modificaciones para su uso en el laboratorio multipropdsito de la DDTA-INIA.

Nota:

Limpiar todos los materiales que se van a utilizar con alcohol de 70 %, autoclavar las
puntas, frascos, microtubos, espdtulas, material de vidrio, etc.

Los reactivos como cloroformo, etanol, isopropanol, agua DEPC deben de estar frios, ’,

El ARN es una molécula inestable, por lo que se recomienda hacer todo el proceso de extraccion en frio,

almacenados en la refrigeradora; los morteros a utilizar se deben limpiar bien con

alcohol, secarlos y almacenarlos a 4 °C.

utilizando de preferencia cajas de tecnopor con hielo para colocar las muestras.

Reactivos requeridos: cloroformo, isopropanol y etanol.

El protocolo incluye los siguientes pasos:

1.

Homogenizacion: 1 ml de reactivo TRI + 50-100 mg de
tejido.

Separacion de fases: homogeneizar con 200 ul de
cloroformo.

Precipitacién del ARN: fase acuosa + 500 ul de
isopropanol.

Lavado de ARN: 1 ml de etanol al 75 %.

Solubilizacion de ARN: puede ser con FORMAZzol®, SDS
al 0.5 % o agua libre de nucleasas.

Procedimiento inicial

Cortar una hoja de la planta en estudio a partir del
tercio superior (Figura 13). La hoja no debe presentar
dafios por enfermedades (a menos que esa sea la
finalidad del estudio). En nuestro caso se utilizd tanto
hojas frescas en buen estado (controles) como hojas
en estrés hidrico (sequia); para el caso del estudio de
floracion temprana se tomaron hojas en buen estado
en prefloracién, floracién y post-floracion.

Figura 13. Colecta de material vegetal de quinua para
estudios de RNA-seq, caso sequia.
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Las muestras rapidamente deben ser trituradas con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino (Figura

Figura 14. Procesamiento de las muestras con nitrégeno liquido: (A) muestra en el motero con
nitrégeno liquido, (B) resultado de la pulverizacidn de las muestras.
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HOMOGENIZACION

Homogeneizar las muestras de tejido (polvo) con el reactivo TRI reagent (1 ml / 50 - 100 mg de tejido).

SEPARACION DE LA FASE

Almacenar el homogeneizado durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacion
completa de los complejos de nucleoproteinas.

Complementar el homogeneizado con 200 ul de cloroformo por 1 ml de reactivo TRI, tapar las muestras
y agitar vigorosamente durante 15 segundos.

Almacenar la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 2-15 minutos.

Centrifugara 12,000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Producto de la centrifugacidny el reactivo TRI, la mezcla
se separa en tres fases: organica o fendlica (color rojizo), interfase (blanquecina) y la fase acuosa superior
(incolora). EI ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, mientras que el ADN vy las proteinas se
encuentran en la interfase y la fase orgdnica. El volumen de la fase acuosa es aproximadamente el 60 %
del volumen de reactivo TRI utilizado para la homogeneizacién (Figura 15).

Es importante realizar la centrifugacion en frio (4 - 10 °C) para separar las fases acuosa y organica.

Figura 15. Separacion de las fases organica (oscura), inorganica e
incolora, donde se encuentra el ARN.

PRECIPITACION DE ARN

Transferir la fase acuosa (incolora) a un nuevo tubo de 1.5 ml, guardar la interfase y la fase organicaa
4 °Cpara el posterior aislamiento de ADN y proteinas, si lo desea, de lo contrario eliminar en un recipiente
adecuado para el descarte de sustancias toxicas.

Precipitar el ARN de la fase acuosa afadiendo isopropanol. Utilizar 500 ul de isopropanol por cada
mililitro de reactivo TRI utilizado en la homogeneizacidn inicial. Almacenar las muestras a temperatura
ambiente durante 5 - 10 minutos.

Centrifugar a 12,000 x g durante 8 minutos a 4 — 25 °C. El precipitado de ARN (a menudo invisible antes
de la centrifugacidn), forma un gel o pellet blanco en el lado y/o fondo del tubo (Figura 16).
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S

después de la centrifugacion con

Figura 16. Formacion de un pellet color blanco en la base del tubo
isopropanol.

LAVADO DE ARN

e Retirar el sobrenadante y lavar el sedimento de ARN con etanol de 75 %, 1 ml por cada militro de reactivo
TRI utilizado (la muestra se agita con vortex).

e Centrifugar a 7,500 x g durante 5 minutos a 4 — 25 °C.
Homogenizacién

Si el pellet de ARN se acumula en el lado del tubo y tiene una tendencia a flotar, sedimente el pellet a 12,000
Xd.

SOLUBILIZACION DE ARN

e Retirar el lavado con etanol y secar brevemente al aire el sedimento de ARN durante 3 a 5 minutos
(Figura 17). Es importante no secar completamente el ARN, ya que esto disminuira en gran medida su
solubilidad. Disolver el ARN en FORMAZzol, agua o SDS al 0.5 %, pasar la solucidn varias veces a través de
una punta de pipeta e incubar durante 10 a 15 minutos a 55 - 60 °C; otra alternativa es diluir el ARN con
agua DEPC.
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5.4

Figura 17. Secado de las muestras a temperatura ambiente.

Precipitacidon con acetato de sodio a partir de muestras de ARN

El ARN destinado para secuenciar debe estar en el estado mas puro posible, por lo que es recomendable
adicionar un paso mas al protocolo, el cual consiste en precipitar las muestras con acetato de sodio.

A las muestras de ARN diluidas con agua DEPC en un volumen de 50 ul, se les debe afiadir 5 ul de acetato de
sodio al 3M pH 5.2 (preparado con agua DEPC), luego agregar 2.5 volimenes de etanol absoluto e incubar
en frio por 10 minutos.

Seguidamente centrifugar a 12,000 x g por 10 min. Eliminar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol de
75 %.

Nuevamente centrifugar las muestras a 12,000 x g por 2 minutos, eliminar el sobrenadante e invertir los
tubos para la eliminacién de etanol.

Resuspender las muestras en 50 ul de agua DEPCy proceder a las lecturas en el espectrofotémetro.

Finalmente, almacenar las muestras a -80 °C.

Pruebas de calidad de ARN y cuantificacion

Para poder determinar si el ARN aislado se encuentra en buen estado, con una concentracién éptima vy libre
de impurezas, se deben realizar otros ensayos que se describen a continuacion:

Electroforesis en gel de agarosa

Utilizado para poder visualizar el ARN u otro 4cido nucleico deben ser tefiidos con un tinte comercial y
mediante el uso de campos eléctricos, las moléculas de ARN o ADN migran hacia el polo positivo, por la
carga eléctrica que estas presentan. Seguidamente estas son visualizadas en un transiluminador con luz
ultravioleta, que reacciona al tinte que se intercala con las moléculas de ADN.
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Metodologia

Se debe utilizar una cdmara electroforética con sus respectivos peines y moldes, estos deben estar
totalmente limpios, de preferencia se deben lavar con agua tratada con DEPC o remojar con DEPC por un dia,
favoreciendo la eliminacion de las enzimas presentes en el ambiente. Luego se deben secar con papel toalla.

Agregar a la cdmara de electroforesis aproximadamente 2 litros de tampdn TBE 1X (TBE 10X diluido con agua
DEPC) hasta el limite de la camara.

El sistema utilizado para esta prueba es el modelo multiSUB Maxi, Horizontal Electrophoresis System, el cual
viene con su camara, molde para gel, peines y jebes (Figura 18), también se debe contar con una fuente de
poder, en este caso utilizamos el modelo Cleaver CSs- 300V.

Figura 18. Sistema de electroforesis mas la fuente de poder.
Recuperado de https://www.cleaverscientific.com/electrophoresis-products/multisub-choice/

Para preparar del gel utilizar un Erlenmeyer de 500 ml de
capacidad, se debe pesar 2.5 g de agarosa y diluirla en 250 ml de
tampdn TBE 1X, disolver la mezcla en el microondas por 3 minutos
aproximadamente, luego dejar enfriar un poco el frasco con la
mezcla y vertir en el molde que viene con la cdmara. Seguidamente,
eliminar cualquier burbuja que haya quedado, reventandolas con
una punta, luego colocar los peines en el molde y dejar reposar
hasta que la mezcla gelatinice. Sacar cuidadosamente los peines
y el jebe del molde para luego colocar el gel en la cdmara de
electroforesis, quedando listo para colocar las muestras (Figura
19).

Figura 19. Molde para la preparacion del gel de
agarosa con sus peines para la formacion de los
pocillos.

39

A




' Instituto Nacional de Innovacion Agraria

Preparacidn de las muestras de ARN

Las muestras de ARN deben ser preparadas cuidadosamente con el fin de evitar cualquier tipo de dafio, por
lo que este paso se debe hacer en frio y en el menor tiempo posible.

ot

Después de la extraccién y dilucion del ARN se toman 10 ul de cada muestra para hacer
las pruebas de calidad y cuantificacion, se recomienda dejar el original conservado a
-80 °C, porque el cambio de temperatura de las muestras cada vez que son retiradas de
congelacidén causa su degradacion.

El buffer o tampdn de carga a utilizar es el azul de bromofenol con el tinte comercial gel red (Biotum). Cargar
4 ul del buffer de carga y 2 ul de la muestra (ARN). Una vez cargadas, correr las muestras en la cdmara de
electroforesis a 20 V por 2 horas para evitar el sobrecalentamiento y degradacion del ARN.

Pasado el tiempo asignado se procede a observar el gel en un fotodocumentador con luz ultravioleta
(Figura 20).

Figura 20. Fotodocumentador Major Science ® cuenta con un transiluminador y cdmara
digital, donde se puede visualizar la imagen de la muestra en el gel de agarosa.
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La imagen obtenida en el fotodocumentador es digitalizada y analizada. EIl ARN corrido electroforéticamente
en un gel de agarosa al 1 %, presenta un patrén de dos bandas que representan los ARN ribosomales 28S 'y
18S, debajo de estos se puede ver una banda tenue que seria el resto de los ARNs pequefios (Figura 21). Las
bandas de 28S y 18S deben estar bien definidas, si se observa un barrido de las muestras se asume que el
ARN esta degradado, por lo que se debe realizar otra extraccién (Figura 22).
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Figura 21. ARN de quinua del experimento a sequia, las muestras presentan las dos bandas caracteristicas del ARN
ribosomal (28S y 18S), el primer carril (M) es un patrén comercial, el cual es utilizado como marcador de peso molecular.
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Figura 22. ARN de quinua experimento floracién temprana, donde la muestra 6F, muestra degradacion, en este caso se
repite la extraccién de la muestra.

Pureza y cuantificacidn del ARN por espectrofotometria

Se realiza mediante la medida de absorbancias. La relacién de absorbancia debe ser entre 260 nmy 280 nm
y es utilizada para evaluar la pureza del ADN y el ARN, una proporcién de ~ 1.8 es generalmente aceptada
como “pura” para el ADN y una proporcion de ~ 2.0 es generalmente aceptada como “pura” para el ARN.

Existe una medida secundaria de la pureza de los acidos nucleicos, solicitada para casos de secuenciacion,
esta es la relacion 260/230 nm, en el caso de ARN los valores deben oscilan entre 2.0-2.1 si los valores estan
por debajo de estos rangos pueden indicar la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm
(Figura 23).
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i - Y
Figura 23. Espectrofotometro IMPLEN® Nanophotomether® utilizado para cuantificar la cantidad de ARN.

El equipo Bioanalyzer de Agilent, es recomendable para medir la calidad y cuantificar acidos nucleicos para
trabajos de secuenciamiento, consiste en un sistema de electroforesis que utiliza nanocapilares gracias a los
cuales puede medir la integridad del ARN conocido como RIN (RNA Integrity Number).

EIRIN es un algoritmo que sirve para medir la integridad del ARN, el cual es muy importante para los estudios
de expresion de genes, generalmente trabaja con las secuencias 18S y 28S del ARNr (Figura 24). El valor
estandar del RIN es >7, sin contaminacién de ADN.
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Figura 24. Electroferograma de ARN de quinua en sequia, donde se calcula el RIN, los picos pequefios son
los 5S ribosomal, mientras que los picos mas grandes muestran el ARN 18S y 28S RNA ribosomal.

La cuantificacion por fluorometria permite conocer las concentraciones de tanto acidos nucleicos como de
proteinas, con una alta precision y sensibilidad. Se basa en la utilizacion de fluoréforos que se intercalan
especificamente entre las moléculas de interés minimizando asi los efectos de los contaminantes. El equipo
mas utilizado es el Qubit ya sea para trabajos de PCR en tiempo real o para secuenciaciéon masiva (NGS).

Metodologia

Para el uso del equipo IMPLEN Nanophotomether®, encender el instrumento y dejar que realice una
calibracién inicial, luego limpiar suavemente la éptica del equipo con un pafio humedecido (que no bote
pelusa) con agua libre de nucleasas, seguidamente en la pantalla del instrumento escoger la opcion RNA,
indicandar que se va a trabajar con absorbancia de 260/230y 260/280, realizar una calibracion para la cual
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se anade 1 ul del agua con la que se realizaron las diluciones de las muestras, en este caso agua DEPC. Una
vez que esté calibrado el equipo, realizar las lecturas de las muestras. Tan solo 1 ul de muestra es mas que
suficiente para realizar la lectura.

Preparacion de muestras para secuenciamiento

Una vez que se haya analizado la calidad y cantidad de ARN, las muestras deben pasar por un procedimiento
crucial para que no se degraden al enviarlo a la empresa donde se realizara el servicio de secuenciamiento.
Las empresas que realizan dicho servicio estan en Corea, Estados Unidos, Canadd, entre otros; por lo que
las muestras podrian pasar por un periodo largo sin estar en congelamiento ( -80 °C), en este tiempo las
muestras se van degradando. En estos casos es necesario tratar las muestras con algun reactivo que asegure
la integridad del ARN. Actualmente se encuentran disponibles en el mercado kits que permiten proteger el
ARN a temperatura ambiente por largos periodos, entre los mas recomendado encontramos: Biometrica
RNA Stable®, E.Z.N.A.® RNA y Transport GenTegra®

A continuacion, se indica como realizar el tratamiento con el kit GenTegra catalog# GTR5025-S, el cual
permite mantener las muestras a temperaturas mayores a 4 °C sin perder la integridad del ARN (Figura 25).

Colocar el ARN en los tubos
de GenTegra

Secar para

almacenamiento o

transporte a temperatura 0 2
ambiente

ARN listo para su
almacenamiento o 4

Reconstituir con agua
grado biologia molecular

transporte

Figura 25. Flujo de trabajo kit GenTegra.
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Protocolo de GenTegra para almacenamiento de muestras de ARN

v Afadir 30 ul de la muestra de ARN a una concentracién <20 ug/ ul y mezclar varias veces con la matriz del
tubo.

Luego incubar las muestras por 5 minutos a temperatura ambiente, mezclar por pipeteo aproximadamente
10 veces para solubilizar y mezclar con la matriz del GenTegra.

Para el transporte de la muestra por largos tiempos, se procede a trabajar con un equipo secador, en este
caso se trabaja con el SpeedVac ® siguiendo el protocolo de GenTegra, indica quitar las tapas a los tubos que
tienen las muestras y configurar el equipo para trabajar a una temperatura menor de 30 °C (de preferencia a
temperatura ambiente). El tiempo depende del volumen de la muestra, para 20 ul es un tiempo de 2 horas,
para 50 ul 4 horas, para muestras de 30 ul dejar por 3 horas (Figura 26).

Luego de este tiempo colocar las tapas a cada tubo debidamente rotulados, y se encuentran listos para
almacenar o enviar al extranjero para su secuenciamiento (Figura 27).

Figura 27. Muestras de ARN tapadas y rotuladas para su envio al extranjero.

5.5 Secuenciamiento RNA-seq

El conocimiento del transcriptoma y su regulacion es fundamental para la interpretacion articulada de los
diversos constituyentes moleculares que integran la red de respuesta génica ante un determinado evento
inductor, tal es el caso del estrés producido por la escasez hidrica en las plantas. La actual tecnologia de
secuenciacion ha llevado al desarrollo del RNA-seq como herramienta transcriptdmica que permite el
secuenciamiento masivo de ADNco ARN, y hace posible obtener perfiles de expresion génica de las respuestas
de defensa, ofreciendo grandes posibilidades para profundizar en el entendimiento de los mecanismos que
se activan durante las respuestas en las plantas e identificar los genes que estan asociados a dicha respuesta.

A continuacidn, se describe las caracteristicas utilizadas para el secuenciamiento:
e El secuenciamiento se realiza a partir del ARN total de las muestras.
"67/ | “ e laconstruccion de la libreria se realiza utilizando el kit TruSeq Strandedm RNApolyA.

g““i ‘ “ Bogop... — e la plataforma de secuenciamiento a utilizar es NGSllumina Nova seq 6000 (la eleccién de la plataforma
) se basa en el criterio del especialista).

Figura 26_. Secado de las muestras de ARN de quinua a temperatura amb(ente por tres horas
en el equipo Speedvac ®. e Tipo de flowcellS2 100PE.
e Lectura: 2 x 100 bp N/A 266-333 Gb 667-833 Gb.
e Rendimiento 40M (20PR).

En la Figura 28, se encuentra detallada la metodologia para el secuenciamiento de RNA-seq.
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5.6 Analisis bioinformatico

v La bioinformatica es un campo interdisciplinario que involucra a la biologia molecular, la genética, la 4
informatica, las matematicas y la estadistica, es decir; permite abordar desde un punto de vista computacional
los problemas bioldgicos a gran escala y que tienen un uso intensivo de datos. Los problemas mas comunes a
modelar son procesos bioldgicos a nivel molecular y lograr hacer inferencias a partir de los datos recopilados,
una solucidn bioinformatica generalmente implica los siguientes pasos:
1. Recopilar estadisticas de datos bioldgicos.
2. Construir un modelo computacional.
3. Resolver un problema de modelado computacional.
4. Probary evaluar un algoritmo computacional.
‘ ‘ Nota:
Para poder desarrollar un analisis bioinformdtico es muy importante contar con un
buen servidor, debido a la cantidad de informacién que se maneja, y tener una buena
conectividad de internet.
También es importante trabajar con personal experto en Bioinformatica, especificamente
en analisis de transcriptoma.
El servidor debe tener el sistema operativo Linux (UBUNTU, SENTOS). ’ ,
+ A continuacioén, se detallan los programas que se deben instalar en el servidor y que sirven para poder +
+* analizar las secuencias genéticas. Cabe indicar que existen una diversidad de programas y herramientas que *
sirven para el propdsito de identificar genes, pero su uso va a depender del objetivo de la investigacidn, la

capacidad computacional y la destreza del investigador.

Pasos para realizar andlisis bioinformaticos:

1. Instalacién de compiladores: un compilador es un tipo de traductor que transforma un programa entero
de un lenguaje de programacion a otro.

- Lista de compiladores esenciales que se deben instalar:
e (C/C++: es un lenguaje de programacion hibrido.
e Perl/BioPerl: es un programa de cddigo abierto disefiado por informaticos y bidlogos.

e Python/BioPython: es una serie de aplicaciones pensadas para cuantificar y hacer calculos con datos
bioldgicos.

e R:programa con enfoque en analisis estadistico.

e Bioconductor: es un proyecto de cddigo abierto para el analisis de datos gendmicos.

i

Librerias especializadas avanzadas para la ejecucidn de los programas:
Figura 28. Esquema de trabajo para RNA-seq.
e Boost C library.

e Libxml2.
e Libcurl.
e Libocam.
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Esquema de trabajo para RNaseq

e EdgeR.
; e Glimma. Q ;
2. Instalacion de programas bdsicos para el analisis de secuencias de RNA-seq: \
e FastQC: tiene como funcidn determinar la calidad de las secuencias. —I
e Trimmomatic: herramientas que sirven para cortar adaptadores, emparejar las secuencias en sentido
y antisentido.
e Samtools: es un conjunto de utilidades para interactuar y procesar secuencias cortas de lectura de
ADN en los formatos SAM y BAM. Estos archivos se generan como salida por alineadores de lectura N\
corta como BWA.
e Subread/FeatureCounts: es un programa desarrollado para contar lecturas de caracteristicas
gendmicas como genes, exones, promotores, etc. |
En la Figura 29, se encuentra detallada la forma que debe realizarse el andlisis bioinformatico.
\ !
+* Q L
L \ L
: !
: !

Figura 29. Flujo de trabajo de anlisis bioinformatico.
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cg-load.2.9.6 illumina—dump pslZsan.pl sra-search. 2 varfilter.py wgsim eval.pl
cuffcompare illumina—dump.2 rcexplain sra-search.2.9.6 vdb-config zoom2sam. pl
cuffdiff illumina-dump.2.9.6 reexplain.2 sra-sort vdb-config.2

cufflinks illumina-locad rcexplain.2.9.6 sra-sort.2 vdb-config.2.9.6

cuffmerge illumina-load.2 remote—fuser sra-sort.2.9.6 wvdb-copy

jmontenegro@SRV-ALFRESCO: /home/Biloinformatics/bing cd ..
jmontenegro@SRV-ALFRESCO: /home/Bicinformatics$ 1s

bin 1lib tools

jmontenegro@SRV-ALFRESCO: /home/Bioinformatics$ cd tools/
Jjmontenegro@SRV-ALFRESCO: /home/Bicinformatics/toolss 1s

3.3.7.tar.bz2 FastQC sratoclkit.2.9.6-centos_linuxG4
boost_1_69 0 fastgc_v0.11.8.zip sratoolkit.2.9.6-centos linux6€4.tar.gz
boost_1_69_0.tar.bz2 htslib-1.9 STAR

cmake-3.12.3 htslib-1.9.tar.bz2 subread-1.6.4-source
cmake-3.12.3.tar.gz ibm-aspera-connect-3.8.3.170430-1inux-g2.12-64.tar.gz subread-1.6.4-source.tar.gz
cufflinks-2.2.1.Linux_ x86_ 64 my_interproscan Trimmomatic-0.38
cufflinks-2.2.1.Linux x86 64.tar.gz samtools-1.% Trimmomatic-0.38.zip
eigen-eigen-323c052e1731 samtools-1.9.tar.bz2

jmontenegro@SRV-ALFRESCO: /home/Bicoinformatics/toolss I

Figura 30. Programas ejecutables instalados para el analisis bioinformatico (terminal de Linux).

Control de calidad

Para poder visualizar la calidad de las secuencias se utiliza el programa FastQC, donde cada base esta
asociada a un valor de calidad de secuenciamiento llamado Phred score, relacionado logaritmicamente con
la probabilidad de que una base sea errdnea; con este programa también podemos filtrar secuencias con
longitudes menores a 500 pb y con una calidad menor de 25 en mas del 50 % de sus bases (Figura 30).

Comando utilizado: $ fastq_quality_filter —q 25 —p 50 —i

Una vez que se ha aplicado el comando, se puede visualizar colocando el archivo con el siguiente comando
en la terminal de Linux:

Sfirefox <nombre del archivo.thml>

Deberia abrir el navegador y presentar el archivo en una pdgina web. Sino ocurre esto, otra opcidn es copiar
el archivo del servidor a su computadora local, para realizar esta operacién es necesario bajar el programa
WinSCP versidn 5.15 el cual permitira copiar archivos del servidor a la computadora y asi poder abrir el
archivo de calidad en formato html.

La pagina muestra el control de calidad indicando el reporte estadistico, donde se observa el nombre del
archivo, tipo de archivo, tipo de secuenciamiento y el total de secuencias analizadas. A continuacion, se
presentan las graficas de los reportes obtenidos de los analisis de quinua como modelo de reporte.

En el reporte para una muestra de 19 528 151 lecturas se reportan las secuencias con mala calidad, en
nuestro caso fue 0 (Figura 31y 32), longitud de las secuencias 75. 101 pb, porcentaje de guanina y citosina
51 % (Figura 33). También en el caso de la grafica se muestra que las secuencias son de muy buena calidad
ya que estan por encima del valor 30, esto quiere decir que la probabilidad de un error en una base es de 1
cada 10 mil secuencias (Figura 34).
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°Per base N content

30

20

3

1234567801213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54,

Posltion In read {bp}

Figura 31. El porcentaje de bases no reconocidas, para las muestras de quinua es 0, es decir no
hubo problema en la identificacion de las bases que conforman las secuencias.

@adapter content

B Adapter
100

Illumina Universal Adapter
Illumina Small RNA 3' Adaptar
L e e B B B B B BE B EBEEEBEEEEE N lllumina Small ANA 5' Adapter
Nextera Transposase Sequence
SOUD Small RNA Adapter

e

50

S E B BB EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE I

30

20

10

-_—
1234567809 1213 1819 2425 30-31 3637 42.43 48-4D 54.55 60-61 66-67 72-73 78-70 8485 00

Figura 32. Contenido de adaptadores, en este caso no se aprecia ningin adaptador lo que
significa que las secuencias estan limpias.
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Figura 33. Contenido de GC por secuencia, con esta grifica se puede apreciar si hay
contaminacion con otro organismo, la linea azul es el contenido tedrico y la linea roja es el
experimental (muestras en estudio), si existiera contaminacién se apreciarian la formacion de
dos picos separados, en el caso de la grafica los picos se superponen, indicando secuencias
limpias.

@Basic Statistics

I

Filename F1_58 2U

File type Conventional base calls
Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 679478

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 75-1e1
%GC 46

@Per base sequence quality

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding}

34 i Tol

32
El
28
26

24

Figura 34. Reporte del analisis de la calidad de las secuencias del RNA-seq de una muestra de quinua.
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Existen varios programas disponibles para realizar el control de la calidad y limpieza de los adaptadores, pero
unos de los mas usados y recomendados es el FastQC.

Es importante realizar un analisis comparativo y contar con el genoma de la especie en estudio.

Para este estudio se descarga el genoma de Chenopodium quinoa, disponible en el NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Se escoge el genoma mas completo, en este caso el sistema nos presentd 3
genomas (Figura 35), se selecciona el primer genoma, se copia el enlace para descargar el genoma, luego en
la terminal de Linux se pega el enlace y se procede a descargar el genoma con el comando wget + el enlace
copiado (Figura 36).

S NCBI  Resources @ How To @)
Genama cerone <] e

Limits Advanced

Organism Overview : Genome Assembly and Annotation report [3] ; Organelle Annotation Report [4]

Chenopodium quinoa

| [Search |[ Clear |
ttems 1-30r3
OrganismiName | Strain BioSample | BioProject | Assembly Levl  |Sze(Mb) |GC% |Repiicons WGS |Scaffolds | Gene |Proein  |Re
- SAMNDIEID | PRINAIMZZ | GCA DDIGEMT: 0 e 700 chloroptastNG_ 004040, wewor 7 serae om
Experimental s, Kd | SAMDUODAEs22 | PRUDSABED 0 108741 050 2845
SAMNOTIBNGES | PRINADASST 0 1374 T s — B

tems 1-3 03

Figura 35. Pagina web de NCBI con los 3 genomas de quinua reportados.

o login as: fserna
o f£s5erna@200.123.25.26's password:

Last login: Wed Jun 26 23:17:16 2019 from 181.67.11.207
[£5erna@SRV-ALFRESCO ~1$ 1s

INIA001

[£serna@SRV-ALFRESCO ~1$ cd INTA0O1/
[£5erna@SRV-ALFRESCO INTA001]$ 1s

Aligned.out.sam Log.out Resoult  SCRIPS
DATA Log.progress.out RESOURCE _STARtmp
[£5erna@SRV-ALFRESCO INIAO01]$ wget ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/001/683/475/GCF_001683475.1_ASM168347v1/GCF_001683475.1
~-2019-07-06 12:29:19-- ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/gencmes/all/GCF/001/683/475/GCF_001683475.1_ASM168347v1/GCF_001683475.1_ASM168347v
=> “GCF_001683475.1_ASM168347v1_genomic. fna.gz"
i ftp.ncbi.nlm.nih ftp.ncbi.nlm.nih.gov) ... 130.14.250.13, 2607:£220:41e:250::12
Conectando con ftp.ncbi.nlm.nih.gov (ftp.ncbi.nlm.nih.gov)[130.14.250.13]:21... conectado.
Identificéndose como anonymous ... jDentrol
=> SYST ... hecho. => PWD ... hecho.
—> TYPE I ... hecho. => CWD (1) /genomes/all/GCE/001/683/475/GCF_001683475.1_ASM168347v1 ... hecho.
==> SIZE GCF_001683475.1_ASM168347v1_genomic.fna.gz -.. 395946550
=> PASV ... hecho. => RETR GCF_001683475.1 ASM168347vl_genomic.fna.gz ... hecho.
i (378M)
100% 1
2019-07-06 12:30:03 (8,84 MB/s) - “GCF_001683475.1 ASM168347vl_genomic.fna.gz” guardado [395946550]

[£serna@SRV-ALFRESCO INIA001]1$ J|

Figura 36. Programas ejecutables instalados para el analisis bioinformatico (terminal de Linux).

Limpieza de las Secuencias

Se utilizé el programa Timmomatic v0.32, para ejecutarlo se tiene que trabajar con Java; este programa
analiza la secuencia 1 (secuencia sentido y la secuencia antisentido), elimina las regiones de baja calidad
para ambas secuencias, elimina adaptadores y después de esto, si queda una secuencia con una longitud por
debajo de 47 pb (uno le da el valor-threshold) la elimina.

A continuacidn, se coloca el comando a utilizar, el mismo que debe ser remplazado por el nombre del archivo;
por ejemplo:

En el caso de Paired End:

java -jar trimmomatic-0.30.jar PE s_1 1 sequence.txt.gz s_1 2 sequence.txt.gz lanel_forward_
paired.fq.gz lanel_forward_unpaired.fq.gz lanel_reverse_paired.fq.gz lanel_reverse_unpaired.fq.gz
ILLUMINACLIP:TruSeq
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Nota:

En la pagina web de Timmomatic: http://www.usadellab.org/cms/uploads/
supplementary/Trimmomatic/TrimmomaticManual_V0.32.pdf, estan los comandos y los
valores de cada orden para limpiar y emparejar nuestras secuencias.

Alineadores Star

Cuando se quiere alinear un genoma de referencia a partir de RNA-seq se utiliza el programa STAR, para
acceder al manual del programa se debe ir a la direccion: https://github.com/alexdobin/STAR/blob/master/
doc/STARmanual.pdf.

El primer paso es indexar, es decir generar un indice a partir de la secuencia fasta.
Comandos para alinear:

--runThreadN  NumberOfThreads --runMode genomeGenerate --genomeDir /path/to/genomeDir
--genomeFastaFiles /path/to/genome/fastal /path/to/genome/fasta2 ... --sjdbGTFfile /path /to/ annotations.
gtf

GTF (formato de anotacidn), ubica los genes en tu genoma de referencia, te indica que tan confiable es la
anotacion.

Dentro de los archivos que resultan del alineamiento, debe aparecer uno con la extension. SAM, este formato
con los datos de alineamiento puede ser convertido a otro formato mas comprimido sin necesidad de perder
informacidn, este formato es el BAM, la otra ventaja es que te permite seguir navegando en la secuencia.

Para convertir el formato SAM a BAM, utilizamos el comando samtools view y apareceran diferentes
parametros para poder aplicarlo.

e feature Counts: es un programa desarrollado para contar las lecturas de un genoma como genes,
promotores y exones. Con el conteo de genes se procede a realizar la normalizacidon, moldeamiento y
la expresidn diferencial, estos serdn reportados y presentados en Excel seglin el programa con que se
trabaje.

Tabla 7. Expresion diferencial de los genes de quinua.

test_id |gene_id |gene locus ple_1 ple_2status  |value_1 value_2 |log2(fold test_stat{p_value |q_value [significant
genel [gene0 |LOC11072|NW_0187{gl q2 NOTEST 0 0| 0 0 1 1|no
genel [genel |LOC11072]NW_0187{gl q2 NOTEST 0 0| 0 0 1 1|no
geneld |genell |[LOCI1072INW _0187{gql q2 OK 5,92346| 5,32562| -0,15349| -0,2922| 0,57105| 0,78486|no
geneldd |genel00 |LOCI1070|NW_0187{g1 q2 oK 2,92358 3,576| 0,200608| 0,40693| 0,4261| 0,6782|no
geneld00 genel000(LOCII072INW _0187{q1 q2 OK 1,83364| 1,15751| -0,66369| -0,8533| 0,08495| 0,26406|no
genel000|gene1000|LOC11072|NW_0187{gl q2 NOTEST 0 0| 0 0 1 1|no
geneld00 genel000(LOCI1072|NW _0187{gq1 q2 OK 21,6187 26,532 0,295455| 0,57294| 0,2571| 0,51706|no
genel000 genel000(LOCI1072INW _0187{q1 q2 OK 104,705 111,533| 0,091142| 0,16977| 0,7367| 0,88554|no
geneld00 genel000(LOCI1072|NW _0187{q1 q2 OK 2,49724| 1,51342| -0,72252| -1,1525| 0,0265| 0,11942|no
gene1000/gena1000{LOCI1072|NW_0187{g1 q2 oK 4,69574| 3,58452| -0,38957| -0,5825| 0,26645| 0,52666|no
genel000{genel000{LOC11072NW_0187{qg1 q2 NOTEST 0 0| 0 0 1 1|no
gene1000/gene1000{LOCI1072|NW_0187{q1 q2 oK 0,658625| 0,454018| -0,53671| -0,6152| 0,2086| 0,46064|no
genel000/genel000(LOCI1072|NW _0187{q1 q2 OK 27,9338| 30,4083| 0,122456| 0,23151| 0,65415| 0,84002|no
genel000{gene1000{LOC11072|NW_0187{qg1 q2 NOTEST 0 0| 0 0 1 1|no
genel000|genel000{LOCI1072|NW_0187{qgl q2 NOTEST 0 0| 0 0 1 1|no
genel00l)genel00]LOCII072|NW_0187)gl g2 NOTEST 0,0549443| 0,11615| 1,07995 0 1 1|no
genel00lgenel00]LOCII072|NW_0187)gl g2 NOTEST 0] 0,038081)inf 0 1 1|no

Manual de procedimientos para estudios de transcriptomas en quinua

Tabla 8. Nombres de los genes encontrados.

ai a2 OK 2.60976 9.3995 1.84867| 2.50469 0.0003]| O0.0138|yes uncharacterized LOC110724767

qi q2 0K 87.9748 178.461 1.02045] 2.0937| 0.00035| 0.01544|yes bifunctional nuclease 1-like

ql q2 OK 30.1561 941077 164186| 3.29379| S.00E-05| 0.00327|yes abscisic stress-ripening protein 3-like

ql q2 OK 6.68083 18.6667 148237| 2.48076| 5.00E-05| 0.00327|ves

gl q2 OK 6.93215) 2.51641 -1.46194| -2.12207 0.0006| 0.02255|yes allene oxide cyclase, chloroplastic-like

qi q2 OK 3.67278 7.94625 1.1134| 207214 0.0007| 0.02536|yes uncharacterized LOC110724883

ql q2 Ok 3.8732 0.980624 -1.98175| -2.35717 0.0003 0.0138|yes actin-1

ql a2 OK 32.7032 84.7962 137457| 2.83521| 5.00E-05| 0.00327|ves sbscisic acid receptor PYLO-like

qi q2 OK 28.2064 96.3913 177288| 3.525829| S5.00E-05| 0.00527|yes |polyubiquitin-like

gl q2 OK 4.26431 1.94753 -1.13067| -2.10898 0.0003 0.0138|yes receptor protein-tyrosine kinase CEPR2-like

ql q2 OK 1.15086| 4.77116 205162| 229128| 0.00145] 0.04326|yes uncharacterized LOC110725365

al az OK 12,7178 26.8127 1.07607) 2.29074| S5.00E-05| 0.00327|ves codeine O-demethylase-like

qi q2 OK 7.28298 2.51545 -1.53372] -2.52225 0.0001| 0.00585|yes robable glycosyltransferase AtSg20260

ql q2 OK 78.9408 16.3825 -2.26861| -4.47597| S5.00E-05| 0.00327|yes pEARLI1-like lipid transfer protein 2

gl q2 0K 3.366| 160482 -1.06863| -1.99327 0.001| 0.03373|yes protein transport protein Sec24-like At4g32640
ql q2 oK 6.3577] 13.2185 1.055998| 192363) 0.00115| 0.03731|yes DNA repair RADS2-like protein 1, mitochondrial
qi q2 oK 3.91106 0.740388 -2.40119| -3.16536| 5.00E-05| 0.00327|yes utative inactive cadmium/zinc-transporting ATPase HM
ql q2 0K 3.11704 7.5555 1.27735| 2.29457| 0.00015| 0.00797|yes !uncharacter'\zed LOC110725753

Los datos finales se pueden presentar en diferentes formas como panel, cuadros, etc.. Los graficos solo son
referenciales segun el criterio del investigador (Tabla 7 y 8).

El vulcano plot grafica los resultados del RNA-seq, donde se pueden seleccionar o etiquetar todos los genes
significativos o solo los principales. Los genes principales son aquellos que pasan los umbrales de FDR y log
FCy que tienen los valores de P mas pequefios (Figura 37).

Los graficos del resultado del RNA-seq se
trabajan usando el programa R.

Tagwise
—— Common

El conocimiento generado por el RNA-seq O e

contribuird de manera sustancial dentro de
los programas de fitomejoramiento, ya que
sera posible la identificacion de nuevos
genes para su uso como estrategia para
enfrentar los efectos del cambio climatico.

Las tecnologias de secuenciamiento
avanzaran, a la vez que las herramientas
bioinformaticas se volveran cada vez mas
poderosas, mejoraran sus rendimientos
y como resultado se podran obtener
lecturas mas largas en un menor tiempo, y
por supuesto a bajo costo.

Biological coefficient of variation

Average log CPM

Figura 37. Resultados del RNA-seq de la muestra cq037 en vulcano plot.
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