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RESUMEN: El arroz (Oryza sativa L.) esuno de los cultivos mas importantes en el mundo. La giberelina
es una hormona que controla diferentes aspectos importantes en € desarrollo de las plantas. De ahi la
necesidad de conocer como esta responden a la hormona y las posibles modulaciones de sus
concentraciones. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar a través del microarreglo de ADNc la
expresion de secuencias etiquetadas expresadas (Expressed sequences tag, ESTS) obtenidas a partir del
tgido dd tallo de la variedad Hangfeng tratada con aplicaciones de la fitohormona giberelina durante
36 horas. Para profundizar en & conocimiento sobre e genoma de este cultivo se realiz un andliss de
la expresion de 2 535 secuencias etiquetadas expresadas mediante la construccion de un microarreglo
de Acido desoxirribonucleico complementario (ADNC). Las plantas se trataron con gibereina por 36
horas y las muestras de los tejidos dd tallo se tomaron cuando se observaron en las plantas de cinco a
sdis hojas para proceder a la extraccion del Acido ribonucleico (ARN) total segiin € método del Trizol.
Un total de 1129 ESTs se clasificaron en 18 categorias funcionales de acuerdo a lo establecido por €
Centro de Informacion de Munich para Secuencias de Proteinas (Munich Information Center for Protein
Sequences, MIPS). La mayoria de los transcriptos tentativos Unicos estuvieron relacionados con las
categor ias de metabolismo (18.5%) y energia (16.19%) para un total de 214 y 181 EST srespectivamente.
Como resultado del microarreglo se obtuvieron 10 ESTs en € tratamiento durante 36 horas con la
fitohormona, de las cuales cuatro secuencias. (Tubulina cadena beta-1, Auxinaa-lAA16, Actina factor
de despolimerizacién 5y Xiloglucan endotransglucosilasa) no se habian informado con anterioridad en
Orysa sativa. Los resultados del microarreglo se confirmaron mediante la PCR en tiempo real.

(Palabras clave: arroz; Secuencias Etiquetadas Expresadas (ESTs); microarreglo de ADNCc; giberelinas)

IDENTIFICATION OF SPECIFIC GENESASSOCIATED WITH STEM ELONGATION IN
RICE (Oryza sativa L.) USING cDNA MICROARRAY

ABSTRACT: Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important cropsin the world. For thisreason it is
necessary to know how plants respond to it and the possible modulation of their concentrations. The
aim of this research was to evaluate through cDNA microarray the expression of expressed sequence
tags obtained from the stem tissue in a variety of rice “Hangfeng” treated with applications of the
phytohormone gibberellin for 36 hours. Gibibberellin is a hormone that controls several important
aspectsin the development of plants. Thus, to go deepen in knowledge about this crop genome, an analysis
of 2535 expressed sequence tags (ESTs) was done using microarray technology. Plants were previoudy
treated with gibberelen phytohormone at 36 hours and stem tissue samples were taken when plants
had from five to six leaves to proceed with total ARN extraction (Trizol method). A total of 1129 ESTs
was classified into 18 functional categories according to the requirements established by the Munich
Information Center for Protein Sequences (MIPS). Unique transcripts were involved in metabolism
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(18.5%) and energy (16. 19%) for a total of 214 and 181 ESTs respectively. As microarray result, 10
ESTswere generated at the 36 hour-treatment with the phytohormone, and four of those ESTs (Tubulin
beta-1 chain, Auxin-responsive protein 1AA16, Actin-depolymerizing factor 5 and Xyloglucan
endotransglucosylase) had never been reported before in Oryza sativa L. Array results were confirmed

using real time PCR.

(Key words: rice; Expressed Sequence Tangs (ESTs); cDNA microarray; gibberellins)

INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es una de las plantas
mas importante del mundo pues més de la mitad de
la poblacion mundial subsiste parcial o totalmente del
cultivo (1). En Cuba ocupa el segundo lugar por su
importancia (2).

Los conocimientos sobre la biologia de las plantas
se enfocan en las respuestas fisiologicas y
bioquimicas a nivel microscépico; sin embargo, ain
es insuficiente o que se conoce sobre los cambios
en los niveles de expresion de los genes. El
microarreglo es una de las herramientas utilizada con
estos fines pues permite la adquisiciéon de gran co-
nocimiento del genoma mediante la informacion bio-
I6gica cuantitativa de multiples muestras (3).

Las secuencias etiquetadas expresadas (ESTS)
constituyen otra herramienta molecular muy utilizada
para el estudio de genomas completos, ya que apor-
tan informacion sobre la parte expresada del genoma
permitiendo la identificacion de nuevos genes, la cons-
trucciéon de mapas genéticos y el aislamiento de genes
homodlogos de diferentes especies. Una aplicacion
interesante de las ESTs es el estudio de la expresion
de genes asociados con las respuestas a determina-
dos estimulos hormonales.

La giberelina (GA) es una fitohormona esencial que
controla muchos aspectos del desarrollo de la planta
como la germinacién y el desarrollo de la semilla, la
expansion de la hoja, el alargamiento del tallo y la
floracion (4). Estudios anteriores han sugerido que la
accion de las giberelinas en el crecimiento de los teji-
dos puede estar regulada en parte, por la modulacion
celular de sus concentraciones, y las alteraciones y
habilidades de la célula para responder a esta
fitohormona (5). Para entender la funcién que tiene
las giberelinas en el proceso de desarrollo es nece-
sario estudiar como se regulan sus concentraciones
y como las plantas responden a estas.

El arroz es considerado uno de los alimentos mas
importantes para la seguridad alimentaria a nivel mun-
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dial; pero aun existen limitantes en el aumento de su
productividad principalmente en variedades de porte
bajo con aplicaciones del riego en aniego, donde an-
teriormente no se reportaron resultados de trabajos
encaminados a lograr mayor porte en la variedad
Hangfeng con aplicaciones de giberelinas.

El objetivo de este trabajo, fue evaluar a través del
microarreglo de ADNc la expresion de secuencias eti-
guetadas expresadas obtenidas a partir del tejido del
tallo en la variedad Hangfeng de O. sativa tratada con
aplicaciones de la fitohormona giberelina durante 36
horas.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal

Las semillas de la variedad Hangfeng de O. sativa
se sembraron en casas de cultivos perteneciente al
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de
Zhejiang, en la Republica Popular de China. Cuando
las plantas tuvieron de cinco a seis hojas verdaderas,
se establecié dos grupos de plantas: una fue asperjada
con agua estéril (control) y el otro grupo se asperjo
con una solucion de giberalina a razén de 50mg.L*.

Obtencidn de las construcciones del microarreglo
Aislamiento del ARN total

Las muestras se colectaron a las 36 horas des-
pués de los tratamientos con agua estéril (control) y
giberelina para cada grupo respectivamente. De cada
grupo formado se tomaron 5 g de los tejidos del tallo,
los cuales se maceraron con nitrégeno liquido y se
homogenizaron en 1,3 mL de Trizol (6) por cada 100
mg de tejido para la extraccion del ARN total.

Sintesis del ADN complementario (ADNc)y ampli-
ficacion

La primera cadena de ADNCc se sintetiz6 utilizando
el Sistema de Sintesis RiboClone® ADNc (Manual
Técnico, Promega, 2005) con la pareja de cebadores
oligo(dT)16. En la purificacion de la segunda cadena



de ADNCc se utilizé el programa GeneAmp 9700
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Digestién con enzimas de restriccion Notly Sally
ligazén de ladoble cadena de ADNc

El ADNCc se ligé al vector pSPORT lI, fue digerido
posteriormente con las enzimas de restriccion Notl y
Sall. El producto de la ligazon se transformé en
Escherichia coli cepa DH5a mediante el protocolo
establecido por Gene Pulser XcellTM Electroporation
System (Bio-Rad).

Obtencion de lagenoteca de ADNc

Los clones fueron plaqueados en el medio LB su-
plementado con agar al 1,5 % (pH 7.0) y 100 mg.mL"*
de ampicilina como agente de seleccion y se incuba-
ron a 37°C durante 12 h. Luego, un clon fue seleccio-
nado a partir de cada una de las colonias en las pla-
cas Petriy se transfirié a uno de los 96 pocillos de las
placas que contenian un 1 mL del medio de creci-
miento 2YT (pH 7.0) suplementado con 100 mg.mL*
de ampicilina.

Extraccién del plasmido

Se utilizo el método alcalino modificado segun el
juego de reactivos de Purificacion del ADN (Millipore,
www.millipore.com).

Analisis y secuenciacion de las muestras

Las muestras se secuenciaron desde ambos ex-
tremos de cada ADNc. Los datos obtenidos del
secuenciador se procesaron mediante el programa
Chromas 1.45® (www.Technelysium.com/
chromas.html). Las secuencias de los genes prove-
nientes de los ADNc se depositaron en la base de
datos del Genbank (www.ncbi.nim.nih.gov/ dbEST).

Construccién del microarreglo

Se usaron dos cebadores obtenidos de tejidos
especificos del tallo del arroz tratados con la
fitohormona gibelina durante 36h. Se inmovilizaron
2860 ESTs en la membrana de nylon (ImmobilonTM-
Ny (Millipore). Estas expresiones de secuencias eti-
quetadas fueron analizaron con el programa estadis-
tico Cyber-t disponible en http://www.igb.uci.edu. La
informacidn detallada sobre las ESTs seleccionadas
y las genotecas, asi como sus situaciones en las
membranas de la serie estan disponibles en
www.estarray.org.

Preparacion de las muestras de ADN marcadas

Los ARN total procedente de los tejidos del tallo
del control y el tratamiento con giberelina fueron ex-
traidos por el método del Trizol. La transcripcion
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reversa se realiz0 para obtener el ANDc marcado con
dCTP(®2P).
Hibridacion

La hibridacion de las muestras de ADNc y las son-
das del microarreglo se realizé durante 12 h a 60°C
en un horno de hibridacion. La intensidad de la sefial
de cada mancha de ADNCc en el arreglo fue cuantifi-

cada mediante el programa ArrayVision 6.0 (Imaging
Research INC).

Confirmacién de los resultados mediante la PCR
cuantitativa en tiempo real

Para la comprobacion o confirmacion de los resul-
tados de la hibridacion con microarreglo mediante la
PCR cuantitativa en tiempo real se utilizé el colorante
de deteccidon basico SYBR® Green (Protocolo
Invitrogen, 2005). Los cebadores se disefiaron me-
diante el programa Primer Express 2.00 (Applied
Biosystems Software).

RESULTADOSY DISCUSION

Obtencion de lagenoteca de ADNc

Se generaron un total de 2860 ESTs de las cuales
2535 resultaron ser secuencias de la genoteca de
ADNCc de O. sativa (Tabla 1). Del total de ESTs detec-
tadas (2860), 2535 resultaron ser secuencias Unicas,
las cuales se agruparon en 1912 secuencias senci-
llas (para un 85,53%) y 623 secuencias contiguas (el
14,47%), con una redundancia del 48%. En la pobla-
cién de las 623 secuencias contiguas, se encontra-
ron 300 secuencias entre 2-5 ESTs (13,42%), 15 se-
cuencias entre 6-8 ESTs (0,67%), 5 secuencias entre
10-12 ESTs (0,22%) y 3 secuencias con mas de 15
ESTs (0,13%), respectivamente.

Un total de 1129 ESTs seleccionadas fueron
categorizadas con respecto a anotaciones funciona-
les de los genes en otros organismos, finalmente se
agruparon en 18 categorias acorde con sus funcio-
nes bioldgicas segun el Centro de Informacion para
Secuencias de Proteinas (MIPS). La clasificacion apa-
rece en la Tabla 2.

Se obtuvieron dos grandes categorias: el meta-
bolismo y la energia con 18,95% y 16,03%, respecti-
vamente. La sintesis de proteina representa el tercer
grupo con un 14,26% de ESTs con una gran cantidad
de proteinas relacionada con el alargamiento celular.
La categoria de localizacion subcelular consistio en
13,90% de ESTs, seguidos por el transporte celular y
su mecanismo de transporte (10,62%).

El metabolismo se considera la mayor categoria que
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TABLA 1. Andlisis de las ESTs de
Analysis of the ESTs of Orysa sativa

Orysa sativa./

Namero de

Resumen de EST ESTs
Total de ESTs 2860
Longitud de la EST (nt) 442
Ndmero de Secuencias Unicas 2535
Nimero de secuencias contiguas’ 623
Redundancia (%)° 48
Numero de “ secuencias sencillas’> 1912
Contenido de G + C (%) 48

Un grupo de clones que representan regiones
superpuestas del genoma

2 Redundancia = ESTs agrupadas en secuencias
contiguas /total ESTs

3 Un clon que no tiene nucledtidos superpuestos con
otros clones en una estrechez dada

puede estar representado por genes relacionados con
la elongacion internodal y la elongacion celular. Estos
genes son Tubulina con 10 ESTs y factor de elongacion
1 con 6 ESTs. Otro gen relacionado con el metabolis-

mo es la proteina del grupo 1 (HMG1, del Inglés High
Mobility Group). Los microtubos son importantes en la
segregacion de los cromosomas en mitosis y trans-
porte celular (7). La expresion del factor de elongacion
1 alfaresponde rapidamente a los cambios en el creci-
miento inducidos por los tratamientos hormonales. La
elongacion internodal en el arroz es un fenotipo espe-
cifico de desarrollo que acomparia al crecimiento de la
panicula. Este proceso involucra la division celular y la
diferenciacion celular de los tejidos meristematicos
secundarios y el subsecuente alargamiento celular que
lleva al alargamiento de los internudos (8).

Analisis de los datos del microarreglo ADNc e iden-
tificacion de las diferentes expresiones de los genes

Como se puede observar en la Tabla 3 aparecie-
ron 10 ESTs inducidos por la aplicaciéon de geberelinas
a las 36h relacionadas con diferentes organismos,
donde la méas importante es la Xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolasa proteina 9 precursor,
la cual esta fuertemente relacionada con la elongacion
y la regién activa de los entrenudos (8).

TABLA 2. Resumen de las EST analizadas en €l tallo de Orysa sativa de la genoteca de ADNc./ Summary of the ESTs

analyzed in Orysa sativa stem of the cDNA library

NUmero de Factor Porcentgjes en

Categoria' Redundante? las Anotaciones

ESTs | TUT ESTs TUT

Metabolismo 214 144 1,48 18,95 18,5
Energia 181 126 1,45 16,03 16,19
Sintesis de proteina 161 86 1,87 14,26 11,05
L ocalizacion subcelular 157 107 1,47 13,90 13,75
Transporte celular y mecanismo de transporte 120 78 1,54 10,62 10,02
Proteina (modificacion, destilacién) 114 95 1,2 10,09 12,21
Ciclo celular y procesamiento del ADN 31 27 1,15 2,74 3,47

Recurso celular, defensay virulencia 31 14 2,21 2,74 1,8
Componentes biogenéticas celular 24 16 15 2,12 2,06
Proteinas funcionales o requerimientos de cofactores 20 18 1,11 1,77 2,31
Comunicacion celular/Mecanismo de sefial de conduccion | 18 15 1,27 1,59 1,93
Trascripcion 15 13 1,15 1,32 1,67
Facilidad de trasporte 8 8 1,0 0,70 1,02
Proteina almacenada 4 3 1,33 0,32 0,38
Diferenciacién de tipos células 3 3 1,0 0,26 0,38
Interaccion con el desarrollo celular 3 3 1,0 0,26 0,38
Proteinas no clasificadas 8 8 1,0 0,70 1,02
Tota 1129 | 778 1,45 100 100

! Categorias asignadas por el MIPS seg(in |a base de datos funcionales por las  anotaciones de Antologia.

2 Factor redundante=ndmero de ESTS/TUTS.
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TABLA 3. ESTsinducidas por la Giberelina en 36h./ ESTsinduced by Gibberellinat 36 h

Numero Anotaciones Organismos Valor E Datos del
de EST Microarreglo

S114D11 | Proteina precursor de laregulacion delaluz Solanum tuberosum | 2,00E-40 7,667

S042C12 | Guanine deaminasa - 9,00E-21 1,179

S061A10 | Xyloglucan  endotransglucosylase/  hydrolase | Arabidopsisthaliana | 2,00E-21 1,258
proteina 9 precursor

S096B03 | Acyl carrier proteina 111, cloroplasto precursor | Hordeumvulgare 1,00E-18 0,845
(ACPIII)

S082D06 | Fotosistema 1l 10 kDa polypeptide, cloroplasto | Spinacia oleracea 5,00E-24 0,906
precursor

S119903 | Ribulosa bifosfato carboxilaza pequefia cadena C, - 0 2,717
cloroplasto precursor

S035D10 | Actin-depolymerizing factor 5 Arabidopsisthaliana | 6,00E-09 0,942

S077G12 | Ubiquitina-conjugating enzyma E2 M Mus musculus 5,00E-22 0,859

S061C11 | Cadena Tubulina beta-1 Eleurine 4,00E-38 0,67

S055B03 | Proteinaresponsable-auxinal AA16 Arabidopsisthaliana | 7,00E-17 1,343

De estos ESTs inducidos por GA, cuatro estan fuer-
temente relacionados con la elongacion del tallo: la
cadena de beta-1 tubulina, proteina responsable-
auxina IAA16, Actin-depolymerizing factor 5 y
Xyloglucan endotransglucosylase.

Los microtubulos son importantes en muchos pro-
cesos celulares, por ejemplo en la division celular y
elongacion celular en plantas. Las b-tubulina, son
componentes basicos de microtubulos, los cuales
estan codificado por familias de multigenes en
eucariontes y estas secuencias de nucleétidos son
altamente conservados en las regiones que codifican
las proteinas (7).

El gen que responde a la proteina responsable-
Auxina IAA16 fue inducido mediante aplicaciones de
giberelina. Este gen Aux/IAA participa en el control de
las expresiones de los genes conjuntamente con las
giberalinas para el fotocontrol de los tallos en desa-
rrollo (8). En las plantas el &cido indolacético regula
varios aspectos de su crecimiento y desarrollo. Este
crecimiento en las plantas es controlado por numero-
sas hormonas y estimulos ambientales que
interactdan o regulan la division celular y el radio de
expansion celular (9).

El ultimo gen importante relacionado con la
elongacion celular es endotransglycosylase (XET). La
funcién fundamental del xyloglucan es mantener la
fuerza de composicion de la matriz en la pared celu-
lar (10). El mecanismo general de la activacion del
gen XET que actla en el xyloglucan ha sido explica-
do en diferentes estudios (11). En arroz genes XET
relativos a OsXTR1, OsXTR2, OsXTR3, yOsXTR4 se

han caracterizado en el desarrollo y regulacién hor-
monal. OsXTR2 es contribuyente activo en muchos
organos, sugiriendo que esta relacionado con la re-
construccion de la pared celular, elongacion celular y
division a través del desarrollo de la planta. El gen
XTR exhibe diferentes expresiones en érganos espe-
cificos donde actian las GA y los brasinoesteroides
en estados especificos durante la elongacion
internodal. Esos resultados indican que genes XTR
pueden ser importantes en la elongacion en el arroz y
en la regién activa de los entrenudos (12).

Anadlisis de la PCR en tiempo real para la confir-
macion de los resultados de los microarreglos.

Se evaluo la expresion de seis genes (Fig. 1) lue-
go de 36 h. B-actin fue utilizado como control negati-
vo en el tratamiento determinado por analisis previos
de los microarreglos, los genes seleccionados fueron
los siguientes, S001G05, S055B03, S096D09,
S070F12, S0O61A10y S114D11. A través del andlisis
por la PCR en tiempo real, se obtuvieron expresiones
significativas similares con las expresiones obtenidas
en los microarreglos estudiados.

La reproducibilidad, la eficacia y el estrecho mar-
gen de error de los resultados que se obtienen pro-
ducto de las hibridaciones con microarreglo han sido
descritos en varias investigaciones realizadas con este
objetivo (13,14). Sin embargo, algunos autores reco-
miendan verificar los resultados de microarreglos
mediante otras técnicas como el analisis por Northern
0 por RT-PCR en tiempo real (15). En este estudio,
se ratificaron los resultados de las hibridaciones con
microarreglos, mediante el empleo de la RT-PCR en
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Microarreglo

PCR Cuantitativa

S001G05
gen
desconocido

S055B03

proteina de
respuesta a auxina
IAALG

S096D09

EE

en
dezsconocido

SOTOF12
gen
desconocido

S061A10

Xyvloglucan
endotransglucosylase
/hydrolase

12h 12hCK 36h 36hCK 12h

Expresion Relativa

5114D11
proteina regulada
por la luz

12hCK 36h 36hCK

FIGURA 1. Confirmacion delosresultadosdelos microareglosatravésdel RT-PCR. |zquierda: Valores delas expresiones
normalizadas global es de | os experimentos. Derecha: Rel ativa cuantificacion de genes preformados por € uso deladeten-
cion delaamplificacion del PCR en tiempo real./ Validation of microarray results by RT- PCR. Left: values of the global
normalized expressions from the experiments. Rigth: Relative quantification of pre-formed genes by the use of real-time

PCR amplication detention.

tiempo real, ya que esta técnica permite examinar los
perfiles de expresién de multiples genes en paralelo,
lo cual proporciond informacion sobre los modelos de
su expresion diferencial.

Todos los genes que se expresaron relacionados
con la elongacion del tallo fueron inducidos por el tra-
tamiento con la giberelina. También se identificaron
genes novedosos, los cuales no habian sido reporta-
dos en el arroz. La interpretacion de esos datos por la
importancia que tienen los genes en la elongacion del
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tallo del arroz puede ser un punto de partida para es-
tudios futuros encaminados a obtencion de varieda-
des de tallos gruesos y porte alto.
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