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RESUMEN

En el establecimiento de la simbiosis erffgseolus vulgaris y Rhizobium etli, los
factores de nodulacion (FN) -producidos y secretgutr la bacteria en respuesta a los
flavonoides exudados por las raices de la plawmtadass principales responsables de los
cambios morfoldgicos y fisioldgicos que tienen luga las raices de la leguminosa,
como son: el aumento del influjo de*Can el apice del pelo radical, la despolarizacién
de la membrana plasmatica, la modificacion del ppidsélico, la fragmentacion del
citoesqueleto de actina y las oscilaciones de @aloi la region perinuclear del pelo
Aunque a la fecha se han descrito algunas de $gsi@stas iniciales que suceden en la
simbiosis, aun se desconocen muchos de los gegetales participantes en ellos. Con
el propésito de identificar genes involucrados@ndventos tempranos de la interaccion
P. wulgarisR. etli, en este trabajo se utilizé la técnica de hibr@acsustractiva
acompafada por PCR de supresion (SSH). Mediandeté&stica, se obtuvieron EST
expresados diferencialmente en raices de frijahdrdespués (1, 6 y 12 h) de que fueron
expuestas a los FN. 56 EST fueron identificadoslagiftcados en las siguientes
categorias funcionales: metabolismo (19%), modifia de proteinas (16%), funcion
desconocida (14%), funcion no determinada (13%yutcion (9%), transporte (7%),
transcripcion (7%), regulacion del estado redox)(5¥éfensa (4%), respuesta a estimulo
(4%) y desarrollo (2%). Los resultados aqui obtenidan una idea sobre el tipo de genes
gue se estan expresando durante las primeras tierks simbiosis; la caracterizacion
funcional de estos, permitira determinar el papet gpodrian tener en el proceso

simbidtico.



1.-INTRODUCCION

1.1.-Importancia de la simbiosis entréRhizobiaceae y L eguminosae.

La familia Leguminosae incluye 643 géneros con alrededor de 18,000 espegstribuidas tanto
en regiones tropicales como templadas. Las legwsasmeon de los cultivos mas extendidos a
nivel mundial y han sido utilizadas no sélo parastono humano sino también como forraje
para animalesVigna unguiculata, Glycine max (soya) yPhaseolus vulgaris (frijol) son las
leguminosas mas comercializadas en el mundo. @species ampliamente cultivadas son:
Cicer arietinum (garbanzo)Medicago sativa (alfalfa), Lens culinaris (lenteja), Pisum sativum
(chicharo) yVicia faba (haba). En MéxicoP. vulgaris representa la principal ingesta de
proteinas en la dieta (Broughtahal., 2003).

El nutriente limitante en los cultivos es el nitedg@, ya sea como nitrato (M o amonio
(NH."). Una manera de contender con la limitacion deégéno en el suelo, es haciendo uso de
fertilizantes. Esto implica altos costos de produtcademas de que el uso desmedido de
compuestos nitrogenados acarrea problemas aml@gnt@mo la contaminacion atmosférica
debida a la volatilizacion de 6xidos de nitrégelaocontaminaciéon de mantos freéticos y otros
cuerpos de agua por lixiviacion de nitratos y enegal, alteracion del ciclo global del nitrogeno
(Arp, 2000).

Otra forma en que las plantas obtienen compuestozgyenados es a través de la fijacion
biolégica de nitrégeno. El dinitrdgeno atmosféribl) no puede ser asimilado directamente por
todos los organismos ya que el enlace que une a@sadtiomos es muy estable y dificil de
romper; cuando ambos atomos son separados y calobiffjados) con otros elementos, el N
resulta facilmente asimilable. El,Ms fijado exclusivamente por organismos procargojige
contienen al complejo enzimatico nitrogenasa (nesable de la conversion dep B NH,"). Los
procariontes fijadores de,Noueden vivir libremente o formar asociaciones gintas con
plantas; entre las asociaciones mas estudiadaspcaentra la relacion entre bacterias de la
familia Rhizobiaceae (Bradyrhizobium, Azorhizobium, Snorhizobium, Mesorhizobium vy

Rhizobium) y plantas de la familidleguminosae. Esta asociacion esta caracterizada por la



formacion de nodulos, estructuras especializaddaseraices de la planta, donde se lleva a cabo
la fijacion de N; el NH;" resultante es exportado hacia la planta paraisilasion y la planta

en reciprocidad provee a la bacteria de compuesttb®nados (Sprent, 1994).

Después de la fotosintesis, la adquisicion y aaoitih de compuestos nitrogenados es uno de
los procesos fisiolégicos mas importantes en lastak. Si se trata de cultivos con importancia
agricola, este proceso es relevante ya sea pamengamsu productividad o mejorar su contenido

proteico. De ahi que el estudiar como se llevaba ¢ta nodulacién en leguminosas sea de gran

interés.

1.2.-Etapas en la formacion del nédulo.

Reconocimiento entre simbiontekas plantas liberan continuamente grandes camsdat
compuestos organicos a la rizésfera como: aguagsjoenzimas, mucilago, metabolitos
carbonados, aminoéacidos, compuestos fendlicos, lattayoria de los cuales mantienen a la
comunidad microbiana circundante; pero son ciertmgnpuestos aromaticos llamados
flavonoides los que actian como quimioatrayentedoderizobios, concentrandolos en la
superficie del apice de los pelos radicales, indiaasi el didlogo molecular planta-bacteria
(Bais, et al., 2006). Los simbiontes bacterianos reconocers dldvonoides especificos a través
de las proteinas NodD -activadoras transcripci@alae después de reconocer e interactuar con
los flavonoides, inducen la expresion de los geizebialesnod requeridos para la sintesis de
los FN. Los FN actian a su vez como moléculas sefiah reconocidas especificamente por la
leguminosa compatible (fig. 1). Los FN inducen &mdiz de la leguminosa cambios fisiol6gicos

y morfol6gicos que conducen a la formacion del hddBerretet al., 2000).



Fig. 1.- Reconocimiento entre simbiontes. La indrtcle genes rizobianomd, requiere de flavonoides exudados por las raices

de la planta. flv, flavonoide; FN, factor Nod; pelo radical; r, rizobio.

Adhesidn de rizobios al pelo radicB®lara que la infeccion inicie, la superficie calldacteriana

tiene que estar en contacto con el 4pice del pedecal (fig. 2). Se han propuesto varios
mecanismos Yy diferentes moléculas de superficigliante las cuales las bacterias pueden

adherirse al apice del pelo:

Lectinas.-Entre las principales moléculas que @adn en esta adhesion estan las lectinas, las
cuales son proteinas vegetales que contienen pmefms un dominio de union reversible a
mono u oligosacaridos. Aunque las lectinas estaoesdradas principalmente en el apice de los
pelos radicales, se encuentran en toda la sugediila raiz y en otros 6rganos de la planta
(Hirsch, 1999). Polisacaridos de la superficie de bacterias como glucanos ciclicos o
glucomananos, podrian estar siendo reconocidosifispenente por las lectinas (Hirsch, 1999;
Laus,et al., 2006).

Ricadhesinas.-Son proteinas bacterianas de ur@* ajue posiblemente participan en la unién
del rizobio a la superficie del pelo radical. El?’Casta involucrado en el anclaje de las
ricadhesinas a la superficie celular bacterianaceotrando estas proteinas en los polos de la
célula. Células d&hizobium leguminosarum cultivadas en condiciones limitantes d&'Genen

menos capacidad de unién al pelo radical (Sehdl., 1989, 1991). La ricadhesina sélo ha sido



purificada deR. leguminosarum (aunque en otros rizobios se han encontrado pestegue

comparten sus propiedades) y ain no se ha idewtifial gene que la codifica (Gage, 2004).
Fibras de celulosa.- Otro mecanismo adicional dénumizobio-leguminosa es a través de
fibrillas de celulosa producidas por la bacteriangue esta unién es fuerte e irreversible no es

un requisito indispensable para que esta ocurr#,(&ral., 1987).

Formacién del hilo de infecciémbespués de la unidén de los rizobios al apice dkd padical,

este se deforma y se curva atrapando a las bactmiaina regién conocida como punto de
infeccion (fig. 2). En este punto la pared celwagetal es hidrolizada (no se sabe con certeza
cudl simbionte es responsable de tal hidrélisisqy& los rizobios tienen enzimas que pueden
degradar tanto celulosa como polisacaridos de palasiplantas también tienen la capacidad de
alterar su propia pared celular) y la membrananpddisa se invagina dando lugar a una
estructura tubular en cuyos margenes se depogtamared celular vegetal para formar el hilo
de infeccion. Contenidos en el hilo de infecci@s fizobios estan rodeados de polisacaridos
donde crecen y dividen mientras el hilo se elonggiendo a las bacterias hacia el cértex de la
raiz. Se cree que exopolisacaridos bacterianosn@slele FN) pueden estar jugando un papel
importante en el avance del hilo hacia el intederla raiz, pero aun se desconocen muchos de
los mecanismos moleculares involucrados en la foidnay extension del hilo de infeccion, asi
como de los eventos moleculares relacionados conekrreglos del citoesqueleto en la célula
(Hirsh, et al., 2001; Gage, 2004).

Formacion del primordio nodula€onforme el hilo de infeccion se va elongandorespuesta a

los FN las células corticales reinician su cicltulee para formar el primordio de nédulo en
donde se alojaran las bacterias (fig. 2). El hi idfeccion se extiende progresivamente
ramificAndose entre el cortex de la raiz y el prifimdel nédulo, las bacterias son endocitadas
al interior de las células hospederas a partir ol wesicula que se desprende del hilo de
infeccion (Tatégt al., 1994; Gage, 2004).

El patron de desarrollo de los nédulos puede sitémminado o determinado dependiendo de la

especie de leguminosa. Ambos tipos de nodulosrtibaees vasculares periféricos y un tejido



central con células infectadas y no infectadas.dsnnodulos indeterminados (por ejemplo,
Medicago truncatula y M. sativa) existe un gradiente de desarrollo que va desdmemstemo
distal persistente hasta una region proximal seméscel tejido central entre ambas regiones se
divide en zonas especificas. Por debajo del meristesta la zona de prefijacion donde las
células son infectadas; luego la interzona, erula sp induce la fijacion de,y finalmente la
zona senescente donde los bacteroides son degsaoladia planta (Vasset al., 1990). En los
nodulos determinados (por ejempRovulgarisy Lotus japonicus) no hay meristemo persistente,
todas las células del cortex proliferan, diferemcgyasenescen sincronizadamente (Tetégl.,
1994).

NOdulo maduro.Los primordios nodulares se convierten en nédut@duros cuando las

bacterias que han sido liberadas al interior ded¢hdas vegetales se diferencian en bacteroides,
formas funcionales fijadoras de, Nfig. 2). En nddulos indeterminados la diferendacde
bacteria a bacteroide implica endoreduplicaciérdgeaa sin citoquinesis, lo que ocasiona que
los bacteroides sean mucho mas grandes y aunquabdtieamente son funcionales, no se
consideran viables porque no pueden reasumir snmgento. En nodulos determinados los
bacteroides son similares en contenido gendémicoaia y viabilidad a las bacterias en vida
libre. Dado que la diferenciacion a bacteroide isrda en los dos tipos de nddulos, se piensa
gue la célula vegetal puede estar controlando &m arte este proceso (Mergaettal., 2006).

Los bacteroides permanecen rodeados ya sea indimdate o en pequeios grupos por una
membrana peribacteroidal originada a partir de émbrana vegetal (Verma, 1992; Catalaato,
al., 2007). La membrana peribacteroidal constituyentarface entre la célula vegetal y la
bacteria, controla el intercambio de nutrientesesatnbas y previene una respuesta de defensa
contra la infeccion. Al conjunto de bacteroide, asp peribacteroidal y membrana
peribacteroidal se le denomina simbiosoma (Vern882)l El simbiosoma proporciona el
ambiente microaerdbico necesario para que los fogds expresen las enzimas del complejo
nitrogenasa y se lleve a cabo la fijacion de Bl NH;  producido por la nitrogenasa es
exportado hacia el citoplasma de la célula vegetéd planta provee a la bacteria acidos
dicarboxilicos para que pueda sustentar toda laimada de la fijacion de N(Udvardi y Day,
1997).



Senescencia del ndduld.a membrana peribacteroidal puede ser conside@ao un

compartimento litico que es neutralizado por lacetgzion de NH hacia la planta. Conforme
aumenta el nimero de bacteroides empaquetados emsom simbiosoma, la superficie de
intercambio metabdlico y de,Centre la célula hospedera y bacteroides se reguce es
suficiente para sostener las minimas funcionetesgitéa viabilidad de los bacteroides disminuye
y dejan de fijar N, sin NH;" las proteasas presentes en la membrana peritidatdavorecen la
degradacién de los bacteroides. Las bacteriasfagedtiadas que han permanecido en el hilo de
infeccidn son liberadas al suelo (Hirsch y Smi®82; Cermolagt al., 2000).

Fig. 2.- Etapas en la formacion del nédulo. A, aithre de rizobios al pelo radical; B, curvamientbmio y formacion del hilo

de infeccion a partir del centro de infeccion; ©ngacién del hilo de infeccién; D, divisién de wék corticales y penetracion
del hilo; E, célula infectada en un nddulo madbrdacteroide; c, cortex; ci, centro de infecciéah, endodermis; ep, epidermis;
hi, hilo de infeccién; hir, hilo de infeccién rangi®do; n, nucleo; pr, pelo radical; rh, rizobiossnbiosoma (figura modificada

de Perretet al., 2000).

1.3.-Eventos tempranos de la simbiosis.

En los dltimos afios ha habido un gran interés pdéar qué sucede en los eventos tempranos
de la nodulacién. Se ha propuesto que la plananoae FN especificos a través de receptores
de alta afinidad, tales receptores dispararian caszada de sefializacion que conduciria a
cambios morfologicos en los pelos radicales y abiasnen la expresion de genes involucrados

en el desarrollo y mantenimiento del nédulo.



Para el inicio de la comunicacién planta-bactegaeqjuiere que los compuestos flavonoides
sean liberados a la rizésfera por las raices ddedaminosa, los cuales actlan como
guimioatrayentes bacterianos y son especificos ghapmrar la expresion de genes rizobianos
requeridos para la nodulacion. La capacidad decitidn varia con el tipo de flavonoide y la
especie de rizobio, incluso algunos flavonoidesdpaénhibir la induccidén de genes bacterianos
(Perret,et al., 2000). Los flavonoides son derivados del 2-fémtbenzopirona, su estructura
esta definida por dos anillos aromaticos A, B yaniillo pirano heterociclico, C. Modificaciones
especificas de esta estructura basica producerrmliés clases de flavonoides. Comparando las
estructuras de distintos flavonoides que inducexxpaesién de gene®d en diferentes rizobios,
se ha encontrado que hidroxilaciones en posiciegpscificas son importantes para la induccion
de los genes bacterianos. Ademas de los flavonadesten otros quimioatrayentes e inductores
de los genesod en los rizobios como algunos compuestos nitrogenddmados betainas y
otros compuestos fendlicos simples (Brenei@l., 2005). Las raices d& vulgaris exudan a la
rizosfera tres tipos de flavonoides, eriodictidyingenina y genisteina (fig. 3), siendo los dos
ultimos los que inducen principalmente la expresiérgenesiod en Rhizobium etli (Hungria,et

al., 1991).

Genistein Naringenina

Fig. 3.- Estructura de los principales flavonoideadados por raices &evulgaris que inducen la expresion de los gemaen
R. etli.

Como respuesta a los flavonoides apropiados, léefa@csintetiza y secreta a los FN. La
estructura basica de los FN producidos por difesenizobios es muy similar, consiste en un
esqueleto de 4 o 5 residuos MeacetilD-glucosamina unidos a través de enlaces 3-1,4; el
nitrogeno del residuo terminal no reductor llevadonun &acido graso cuya estructura puede

variar dependiendo de la especie bacteriana ademésgden estar presentes distintas



sustituciones en los residuos terminales reductaroyreductor (fig. 4).R. etli, sintetiza
mayoritariamente pentasacaridos Mecetilglucosamina cuyo extremo no reductor dsta
metilado yN-acilado con &cidais-vaccénico (C18:1) o acido estearico (C18:0), pasegrupo
carbamilo en C4 y el extremo reductor estd sudbitien la posicion C6 cof@®-acetilfucosa
(Cardenasgt al., 1995).

Fig. 4.- Estructura general de los FN. n, gradol@@merizacion; R1-R5, diversos sustituyentes aeos(pueden ser grupos
metilo, sulfato, carbamilo, etc).

Después de que los pelos radicales perciben &N@€eden varios eventos tempranos: aumenta
la concentracién de €aen su apice (Cardenas, al., 1999), su membrana plasmaética se
despolariza, el pH citosolico se modifica (Fedeal., 1998), hay rearreglos en el citoesqueleto
de actina (Cardenag, al., 1998) y la pared celular se remodela antes despelo se deforme,

se curve e inicie la formacion del hilo de infeeciddemas de los cambios que suceden en los
pelos radicales como resultado de la percepcidiosld-N, se ha reportado la expresion de
nodulinas vegetales relacionadas con la formaciémagtenimiento del nédulo (Matvienket,

al., 1994; Ben Amoret al., 2003).



2.-ANTECEDENTES

2.1.-Estudios sobre los eventos tempranos de la §iwsis en leguminosas modelo.

La relacion simbidtica entre leguminosas y rizobégssun fendmeno muy interesante desde el
punto de vista biologico y agricola, por lo quenegortante dilucidar la biologia de este proceso.
Se conoce poco sobre los eventos llevados a cabatddas fases tempranas de la nodulacion;
sin embargo, destaca la caracterizacion de geaes ptlacionados con la percepcion de los FN
y con los primeros pasos de la via de transduagdsenales que tiene que ver con el inicio de la
formacion del nodulo. A la fecha en las leguminasasieloL. japonicus y M. truncatula se ha
generado una gran coleccion de mutantes simbigticagle se han buscado aquellas que estan
bloqueadas en los primeros pasos deifabiosis (tabla 1), con el propdsito de estudiar e
funcionamiento de la via de transduccion de lalsdiparada por la percepcion de los FN
(Gough, 2003).

Tabla 1.- Algunas proteinas participantes en ladeéiasefalizacion inducida por los FN en las

leguminosas modelb. japonicus y M. truncatula.

Lotusjaponicus (proteina) Medicago truncatula (proteina ort6loga) Posible Funcion

LjNFR5 MtNFP Receptor de FN
LjiNFR1 MtLYK3, MtLYK4 Receptor de FN

LiISYMRK MtDMI2 Receptor cinasa con repetidos ri@s Leu

LJCASTOR y POLLUX MtDMI1 Canal i6nico

LjiNUP133 Desconocida Nucleoporina

LjSYM15 MtDMI3 Cinasa dependiente de ®€aM
LiNSP1 MtNSP1 Regulador transcripcional GRAS
LiNSP2 MtNSP2 Regulador transcripcional GRAS

2.1.1.-Estudios con mutantes deotus japonicus.

Los pelos radicales de las mutantésl y nfr5 de L. japonicus no presentan aumento en el
influjo de C&", despolarizacion de la membrana plasmaética, niacganes de C& en la zona

perinuclear y tampoco presentan deformacion nissamiento. Esto sugiere que NFR1 y NFR5
actian en eventos tempranos de la interaccion @obatteria y estan involucrados en la



percepcion de los FN. NFR1 y NFR5 contienen dorsitipo LysM que en otros organismos
estan presentes en proteinas que unen polisacéipdagitina (el esqueleto principal de los FN
es de tipo quitina). NFR1 tiene en el extremo antémminal dos dominios tipo LysM, mientras
gue en el extremo carboxilo terminal contiene nu#igimilares a serina/treonina cinasas, entre
ambos dominios hay un segmento transmembranal aréapservir al receptor para anclarse en
la membrana plasmatica (Radutagtial., 2003). NFR5 contiene en el extremo amino termina
tres motivos similares al dominio LysM y en el dami cinasa intracelular tiene motivos
asociados con serinal/treonina cinasas. Se congiderabro de una nueva familia de receptores
transmembranales tipo cinasas que carecen del dazactivacion. En las cinasas al ser
fosforilado el lazo de activacién, el sitio actigoeda disponible para los sustratos, la falta de un
lazo de activacion sugiere que la cinasa NFR5 #gaagna vez que el ligando se ha unido al
dominio extracelular (Madsemt al., 2003). La percepcion de los FN no solo inducalias
morfoldgicos en los pelos radicales, también indaaxpresion de genes simbioticos caxhbl
(que codifica un regulador transcripcional requepara la formacion del hilo de infeccion y el
inicio del primordio nodular) YENOD2 (que codifica una proteina rica en hidroxiprolina
expresada en células del parénquima del ndédulo)ate que NFRY NFR5 no soélo participan
en la percepcion primaria de los FN sino tambiérfaiena indirecta en la invasion de tejido
vegetal y en el desarrollo del nodulo. Se ha prsjougue NFR1 y NFR5 podrian estar

ensambladas formando un receptor heterodiméricauti@au, et al., 2003).

Por otra parte, pelos radicales de mutanteSY&RK de L. japonicus, muestran aumento de
volumen y bifurcacibn como respuesta a la inocdtacton Mesorhizobium loti, pero no
enroscamiento ni formacién del hilo de infeccidstcEindica que los pelos radicales aun son
capaces de detectar la presencia de los FN bauisria través de proteinas que actuarian
corriente arriba dSYMRK o0 en alguna via alterna. SYMRK tiene un dominitraelular con
tres repetidos ricos en leucinas (LRRsS) que pogréaticipar en interacciones proteina-proteina,
también tiene un dominio transmembranal y un damainasa intracelular. Datos genéticos
sugieren que este receptor podria actuar entecehocimiento de los FN y la activacion de las
oscilaciones de calcio (Straclatal., 2002). La estructura de esta proteina permdapgrer que

su dominio extracelular estd involucrado en el mecamiento de un ligando sefial aun no

determinado, mientras que su dominio intraceluwaina/treonina cinasa podria ser clave para la



funcion de SYMRK en la simbiosis; esto con basquense ha visto que mutaciones en este sitio
impiden la nodulacion. ElI dominio intracelular essponsable de llevar a cabo una
autofosforilacién intermolecular lo que aumenta agtividad catalitica, SYMRK al
autofosforilarse, transduciria la percepcion demkaécula sefal a blancos situados corriente
abajo (Yoshida y Parniske, 2005).

Relacionados también con las respuestas temprah&stdblecimiento de la simbiosis, se han
identificado en mutantes de japonicus dos genes homologo€ASTOR y POLLUX. Cuando
los pelos radicales de plantas mutadas en estes gen expuestos a FN purificados M.doti
s6lo muestran hinchamiento y bifurcacién, pero noogcamiento o formacion del hilo de
infeccidn, intracelularmente tampoco se preserdanokcilaciones de calcio que se observan
luego de 10 min de inoculacion en la planta de sipestre (Imaizumi-Anrakuet al., 2005).
CASTOR Yy POLLUX son similares en cuanto a secuencia, una mutaci@ualquiera de los dos
causa un fenotipo simbidtico anormal, por lo quéaesugerido que las proteinas que codifican
estos genes pudieran estar formando dos homocamphejependientes. CASTOR y POLLUX
son canales idnicos permeables a potasio. CASTQBcakza perinuclearmente (posiblemente
también POLLUX), aunque no se sabe si se localizéa enembrana interna del ndcleo, en la

membrana externa o en ambas (Charpemtiaf,, 2008).

Otra mutante de interés dn japonicus es nupl33 ya que presenta fenotipo no nodulante.
Cuandonupl133-1 es inoculada coN. loti solo presenta hinchamiento de los pelos radi¢lles
cual indica que hay percepciéon de los FN) pero ifwrdacion ni enroscamiento, tampoco hay
aumento en el influjo de &ani oscilaciones de este i6n en la periferia dellenicEl gen
NUP133 codifica para una nucleoporina que podria estailicrada en las oscilaciones d€Ca
nucleares. Esta expresion no es exclusiva de eaiqug el transcrito también se encuentra en
otros tejidos de la planta, la mutacién parecetafesdlo a la nodulacion y a la asociacion
simbidtica con micorrizas puesto que otros aspditmdogicos de la planta no se ven afectados
(Kanamori,et al., 2006).



2.1.2.-Estudios con mutantes dsledicago truncatula.

En M. truncatula al estudiar a qué nivel estan afectadas mutantegpaces de formar nddulos
(fenotipo Nod), se ha encontrado que tal incapacidad esta oelda con un bloqueo en las
respuestas tempranas luego de la percepcion deNloEn las mutantedmil, dmi2 y dmi3 al
inocularlas conSnorhizobium meliloti los pelos radicales presentan hinchamiento pero no
ramificacién, no hay hilos de infeccion, las cébuldel cortex no se dividen y tampoco hay
expresion de genes simbidticos asociados a evatgganos de la nodulacion. Bmily dmi2

no se observan las oscilaciones dé'@a la regién perinuclear del pelo radical, mietyae en
dmi3 tales oscilaciones son semejantes a las que tlaganen la planta silvestre. Lo anterior
sugiere que los tres genes pueden ser situadosaretarquia tal, que en la cascada de
sefializacién DMI1 y DMI2 estan por arriba de DMI3lgdo que las oscilaciones de*Cson
parte importante de esta cascada, DMI3 estariduonazla en la transduccion de la sefial

derivada de tales oscilaciones hacia blancos situealrriente abajo (Waist al., 2000).

DMI1 consta de cuatro dominios transmembranalesdtis primeros comprenden un dominio
rico en prolina y un dominio de zipde leucinas que podrian facilitar la interaccionedé&a
proteina con otras (posiblemente formando partendeomplejo multimérico), el tercer dominio
transmembranal es homdlogo al canal de potasio Mittkrado por calcio (Anét al., 2004).
DMI1 es ortélogo de CASTOR y POLLUX de japonicusy en pelos radicales dié. truncatula

se localiza en la region perinuclear (Rielyal., 2007). DMI1 no es directamente responsable de
las oscilaciones de &apero podria estar participando en la regulaciérotdes canales que

liberarian este ion de reservas internas (Peital,, 2007).

DMI2 pertenece a la familia de receptores tipo €anéRLK) con dominios extracelulares que
contienen tres regiones ricas en leucina y esagtotie SYMRK déd.. japonicus (Endre,et al.,
2002). La expresion deMlI2 es abundante en el 4pice del nddulo debajo desteero, donde

las bacterias son liberadas de los hilos de indecailas células de la planta. La proteina esta
localizada en la membrana plasmatica de las céhelgstales y en la membrana que rodea a los
hilos de infeccion. Si se reduce la expresionDMI2 (por RNAI) en plantas que ya han

desarrollado nodulos, se puede observar ramifinaeitesiva de los hilos y aumento en su



diametro, asi como ausencia de simbiosomas; porCI2 es componente esencial en el

establecimiento y mantenimiento del nédulo (Limpehal., 2005).

La mutantedmi3 de M. truncatula muestra un fenotipo similardmil y dmi2, salvo que en esta
mutante si hay oscilaciones de’Gen el citoplasma. La proteina que codifica estepgetenece

al grupo de serina/treonina cinasas dependient&&de calmodulina (CCaMK). El dominio
N-terminal tiene actividad de cinasa, mientras gu€-terminal es un dominio regulador de
unién a C4"; entre los dominios cinasa y de unién &'®ay un dominio de unién a calmodulina
gue se sobrepone a un dominio autoinhibidor (L&yal., 2004; Mitra,et al., 2004a, b). El
sistema de regulaciéon de DMI3 consiste en que ibbess de C& inducen la autofosforilacién
de la proteina lo que aumenta su unién &-CaM, lo cual a su vez promueve la fosforilacién
del sustrato y suprime la autoinhibicion. Delecodel dominio CaM/autoinhibidor provocan la
fosforilacion constitutiva del sustrato; es deesk, autoactiva la cascada de sefializacion en la
planta, activando la expresion de genes de nodulagpie conducen al desarrollo de los nédulos
(Gleasongt al., 2006).

Entre los genes participantes en los ultimos pasasta ahora descritos, de la cascada de
sefalizacion inducida por la percepcién de los EMreNSP1 y NSP2 de M. truncatula.
Mutaciones en estos genes no afectan la deformdeidos pelos radicales, el influjo de*Cani

las oscilaciones de este ion en la zona nucleargsibargo, no hay formacién del hilo de
infeccion, ni division de las células corticales,empresion de nodulinas. NSP1 y NSP2 son
similares a proteinas de la familia GRAS espedfita plantas. Miembros de esta familia son
reguladores de la transcripcion al controlar disimprocesos celulares y del desarrollo en otras
especies vegetales. El dominio GRAS tiene en lei@moiC-terminal regiones ricas en leucina (lo
gue indica que podria interactuar con otras pra®ig en la porcion N-terminal tiene residuos
gue se han encontrado presentes en factores decripmion. Por todo ello, ademéas de
localizarse en nucleo, se considera que NSP1 y N8Bfan ser reguladores transcripcionales
de genes de respuesta a los FN. NSP1 y NSP2 noreshmdantes y podrian actuar
cooperativamente; también queda por demostrar si3Ddddria activar a estos reguladores
transcripcionales (Kal@t al., 2005; Smitgt al., 2005; Udvardi y Scheible, 2005).



2.2.-Estudios sobre perfiles de expresion génicamunte la nodulacion.

A la fecha, diversos grupos de investigacion hapuisado proyectos gendmicos con el fin de
identificar genes vegetales involucrados en la &igib y dilucidar como es la regulacion de las
distintas etapas de la formacion del nédulo, desd@®mienzo de la infeccion, hasta la fijacion
de N.. Para ello, ha sido crucial el andlisis de expregie transcritos mediante diferentes
herramientas (macro y microarreglos, analisissilico, expresién diferencial, hibridacion

sustractiva, entre otros).

El primer arreglo de cDNA de nodulos de legumindeagealizado por Colebatot,al. (2002).

Se secuenciaron alrededor de 5000 clonas provesige bancos de cDNA de ndduloslde
japonicus, de las que 2304 clonas (que representan 1500 gestegos) fueron utilizadas para
comparar los niveles de transcritos entre nddul@aes no infectadas de plantas de 7 semanas.
Los transcritos de 83 genes distintos fueron masadntes en nodulo que en raiz y al asignar
funciones a los productos codificados por esos gjegrecontraron que el 35% participa en el
metabolismo primario y el metabolismo secundarid 286 esté relacionado con la expresion
génica y la transduccién de sefales, el 10% soulinad previamente identificadas, el 6% estan
involucrados en pared celular y crecimiento cejuldr1.2% participan en defensa, el 4%
participan en el metabolismo de hormonas, el 5%elseionan con transporte en membrana, el
2.4% participan en sintesis y procesamiento deepras y el 24% tiene funciones diversas, entre
los que se encuentran cinco proteinas cuyos geytkicantes no fueron identificados y que
podrian ser exclusivos de leguminosas ya que mem&entraron genes similares en las bases de
datos publicas. En otro trabajo mas profundo de ms$mo grupo de investigacion, se aumento
el nimero de genes representados en el arregIDMA ¢ se identificaron cerca de 860 genes
inducidos significativamente en nodulo. La mayortg@a(28%) codifica para proteinas
involucradas en metabolismo y el resto de las oaigg funcionales incluyen aproximadamente

el mismo porcentaje de genes reportados en efdrpbavio (Colebatchet al., 2004).

Ademas del analisis de transcritos a gran escatiamte arreglos de cDNA, también se han
empleado herramientas bioinforméticas que aprovethgran cantidad de EST (etiquetas de

secuencias expresadas)Metruncatula y L. japonicus depositadas en bases de datos. Fedorova,



et al. (2002), realizaron el primer andlisis de expmsio silico para identificar genes
participantes en la simbiosis. A partir de 30 gecas de cDNA provenientes de distintos
organos y estados vegetativosMetruncatula, se seleccionaron cinco genotecas de nddulos de
diferentes estados de desarrollo que conteniad2@&ST representando 340 transcritos Unicos
0 secuencias consenso (TC). Estos TC fueron adabBzanediante BLASTX para buscar
secuencias similares en la base de proteinas dé#BaBk. Como resultado, los TC fueron
agrupados en tres categorias: 10 TC como secuemoéass; 193 TC como secuencias poco
similares a secuencias conocidas (E90137 TC como secuencias muy similares a secagnci
conocidas (E<1®). Los TC identificados como secuencias nuevas uerof similares a
secuencias de proteinas, pero si fueron similasex@encias de EST provenientes de genotecas
de nddulos d#/. truncatula y M. sativa. La mayoria (59%) de los TC que fueron poco sieda

a secuencias conocidas, codifican proteinas CCPtignen en la porciéon N-terminal una
secuencia sefial secretora y en la porcion C-tetmiagas cisteinas conservadas. Los 137 TC
gue mostraron gran similitud con secuencias deepras depositadas en el GenBank fueron
agrupados en nueve categorias segun su posibl&rurt9%, proteinas hipotéticas; 19%,
transduccion de sefal; 17%, nodulinas; 11%, mamienio y estructura celular; 9%, no
clasificadas (funcién desconocida); 9% metabolisio; transporte; 7%, leghemoglobinas; 2%,
regulacion hormonal y factores de crecimiento. Ramdficar si genes identificadds silico
como nédulo-especificos mostraban un aumento des®pin vivo se evalud la abundancia de
transcritos para algunos TC por medio de macroasegonfirmando que efectivamente el
analisisin silico era vélido siempre y cuando los TC analizados/gstan compuestos por cinco

0 més EST.

En otro estudio a mayor escala, se construy6 weglarde cDNA consistente de 18,144 EST
provenientes de diferentes genotecas de cDNA ¢gponicus. plantas de dos semanas de edad,
raices no infectadas, vainas en desarrollo, raicdaladas de la mutante hipernodulamael 4

dpi (dias postinoculacion) y nédulos maduros (28.dpara hibridar con el arreglo se empled
RNA proveniente de raices a 2, 4, 7 y 12 dpi, ya gsos tiempos representan el estado de
infeccién abundante, el inicio del primordio de ulag el desarrollo del nédulo y los ndédulos
maduros, respectivamente. Encontraron que la ewpresle 277 genes disminuyo

considerablemente y que la expresion de 1076 gexsedtd inducida durante la nodulacion.



Estos ultimos fueron clasificados en cinco grupegua la etapa de la nodulacion: grupo 1
(infeccion), grupo 2 (inicio del primordio nodulagrupos 3 y 4 (desarrollo del nédulo), grupo 5
(nédulos completamente desarrollados, fijadoreNgleLos grupos 1 y 2 constan de genes cuya
expresion aumenta transitoriamente, pertenecercipaimente a las categorias de defensa,
muerte celular y envejecimiento. En los grupos 8 ge encontraron genes involucrados en
crecimiento y division celular, sintesis de DNAgmponentes de pared celular (0 que participan
en su sintesis). Al grupo 5 pertenecen genes qdiicam para enzimas participantes en la
asimilacion del N fijado y en el catabolismo de fotosintatos. Seoatré una gran cantidad de

genes que se expresan a lo largo de todo el prodesnodulacion y que corresponden

principalmente a las categorias de metabolismogsiiny secundario (Kouchg al., 2004).

En M. truncatula también fue realizado un extenso estudio del lpgefiexpresion génica donde
se identificé un gran nimero de genes reguladesatitialmente durante distintos estados de la
nodulacion y en distintos fondos genéticos. Setaoyeron arreglos basandose en 6000 cDNA
provenientes de tres genotecas: nodulos jovenesrnizias y raices no inoculadas. Como blanco
para hibridar con los arreglos, se obtuvo RNA fcaito a cDNA) a partir de 10 condiciones:
nodulos jovenes (4 dpi) y maduros (10 dpi) de plantipo silvestre inoculadas c@&meliloti,
nodulos jovenes (4 dpi) y maduros (10 dpi) de plarttpo silvestre inoculadas con la cepa
mutanteS. meliloti nodA (esta cepa no sintetiza correctamente FN), sisteaticales completos

(3 y 6 dpi) de la planta mutante supernodulante ZPRihoculada cor. meliloti, sistemas
radicales completos (3 y 6 dpi) de la planta meatanpernodulante TR122 inoculada con la cepa
mutanteS. meliloti nodA, sistemas radicales completos (3 dpi) de la plamtgantenfp (no
percibe a los FN) inoculada c&@ meliloti y sistemas radicales completos (3 dpi) de la alant
mutantehcl (percibe a los FN, pero esta bloqueada justo atglesurvamiento del pelo radical)
inoculada cors. meliloti. La expresion de 756 genes resulto estar regpladis FN, ya que se
indujo la expresion de 313 genes y se reprimioXpresion de 443 genes, en una 0 mas
condiciones al comparar los niveles de expresidreda muestra inoculada y la no inoculada
correspondiente. Los genes fueron agrupados eratégarias funcionales y 79 genes podrian
estar involucrados en mecanismos de regulacionugaeqtre ellos se encuentran codificadas
proteinas-G, remorina, anexina, cinasas, recepttpes cinasa, factores de transcripcion,

proteinas de union a calcio, etc. (El Yahyaeual., 2004).



En el Unico trabajo que hasta la fecha incluyeilpsrtle transcripcion en eventos muy iniciales
de la simbiosis, se analiz6 un microarreglo de cD##Amas de 6000 clonas obtenidas de
distintos bancos dé. truncatula considerando varios tiempos de expresion: 1, 624248 'y 72
horas postinoculacién (hpi). Con base en los casntiidervados en los perfiles de transcripcion
de los genes vegetales inducidos por la presercia thacteria, los eventos tempranos de la
simbiosis fueron clasificados en cuatro estadascjgrales (clasificacién definida considerando
también los cambios morfoldgicos que manifiestas pelos radicales durante 72 hpi) y se
identificaron posibles genes marcadores para cadada esos estados. En el estado | (1 hpi,
cuando el pice del pelo radical se hincha) serdgramon 26 genes como posibles marcadores y
se encontré induccién de la expresién de genesioakdos con la unién y almacén de’'Ca
pared celular, defensa y enfermedad, asi comosedf® el estado Il (6 hpi, reinicio del
crecimiento polar del pelo y 12 hpi, ramificaciéel delo radical) encontraron 13 genes
marcadores e induccion de la expresion de genesiceodes de peroxidasas o proteinas
relacionadas con la estructura del citoesqueleatoelEestado Il (24 hpi, curvamiento del pelo
radical e inicio de la division celular y 48 hpijdio del primordio nodular y formacion del hilo
de infeccién) se presentaron 7 genes marcadorasd@dion de la expresion de genes
involucrados en traduccidn, transcripcion, ciclolulze, organizacion del cromosoma y
biosintesis de flavonoides. El estado IV (72 hpimprdio nodular e inicio de la infeccion)
incluye 4 genes marcadores y se caracterizé pdecengenes involucrados en la estructura del
citoesqueleto, traduccion, organizacién cromosémib#sintesis de flavonoides (Lohat,al.,
2006).

Recientemente fue publicado un trabajo de Mesdhial. (2008) donde los autores hacen un
analisis de transcritos mediante hibridacion sastra para identificar genes en dos variedades
de P. wulgaris (una variedad mesoamericana y otra andina) invadloas en el reconocimiento
preferencial hacia una de dos cepafdatli (una cepa que porta modC tipo o y otra cepa con
nodC tipo 3). Se utilizO cDNA proveniente de RNA de pelos catiés 24 hpi, las clonas
obtenidas después de la sustraccion fueron seadsciobteniendo 218 secuencias en 41 TC
(secuencias consenso tentativas). Comparando nedBlASTX los TC con secuencias
depositadas en el GenBank se pudieron clasificA&r(3@n categorias funcionales, donde 34 TC

presentaron similitud con proteinas con funcidrgresia y 5 TC codifican para posibles



proteinas con funcidon desconocida. Las secuend#snidas fueron clasificadas asi: 20%,
sintesis y procesamiento de proteinas; 15%, meésatml primario; 12%, transduccion de
sefiales; 12%, desconocidas; 10%, transporte; 7§ala@on del estado redox y estrés; 7%,
metabolismo secundario y de hormonas; 5%, expragidietica y metabolismo de RNA; 5%,
miscelaneas y 5% no hit (Meschidial., 2008).

2.3.-Estudios realizados en nuestro laboratorio sob los eventos tempranos de la simbiosis

en Phaseolus vulgaris.

Con el objetivo de estudiar los eventos tempramo$aenteraccionP. vulgaris-R. etli, en el

laboratorio se estan utilizando varias estrategias:

Utilizacion de fluoréforos en pelos radicales vivpara medir distintas respuestas a los FN a
nivel celular. Asi se ha visto que, el influjo de?Tintracelular en el pice de los pelos aumenta
inmediatamente después de la percepcion de los e yuego de 10 min de exposicion a los
FN hay oscilaciones de la concentracién dé'@a la regién perinuclear, esto es importante
porque se sabe que este ion actia como segund@jerensn procesos de transduccion de
sefales. Recientemente se encontré que 2 min desfliératamiento con los FN, hay un
aumento rapido y transitorio de especies reactdelsoxigeno (Cardenast al., 2008). Se
examind también como los FN luego de 5 min, indueanreglos del citoesqueleto de actina en
los pelos radicales (Cardenatsal., 1998, 1999, 2002).

También se ha trabajado en la caracterizacionarejumolecular de algunas lineas mutantes,
entre ellas la linea mutante NN-DOR364 Blevulgaris incapaz de formar nédulos, con el
propésito de estudiar los eventos tempranos enrekteion simbidtica (Davisst al., 1988 y
Pedalinogt al., 1992). Hasta el momento se ha encontrado qpeesencia de FN purificados o
en presencia de. etli, los pelos radicales en la linea mutante presdritarmazén, deformacion

y bifurcacion como sucede en las plantas de tipesie, o que significa que no esta afectada
en la percepcion de los FN. Esta linea mutanteresepta respuestas como enroscamiento del
pelo radical, division de células corticales, espgre de las nodulinas ENOD40 y ENOD?2,

expresion de leghemoglobina, formacion del hiloimfeccién, ni formacién de primordios



nodulares. Cuando los pelos radicales de la lingante son tratados con pentdmeros de quitina
como control, no presentan cambios morfoldgico$ grecimiento del pelo se lleva a cabo de
manera normal. En relacién con los cambios ennaemtracion de Gépresentes en el apice de
los pelos radicales como respuesta mas temprargaF, la linea mutante presenté aumento en
el influjo de este ion luego de 5 min de exposi@dos FN y oscilaciones de €an la region
nuclear luego de 10 min, tal como sucede con E#gs$ de tipo silvesti€ardenaset al., 2006).

Se ha reportado que el fenotipo de la linea mutidhtddOR364 deP. wulgaris se debe a una
mutacién monogénica recesiva (Pedalei@l., 1992; Park y Buttery, 1994) pero aun queda por

dilucidar en qué gene esta la mutacion.

En el presente trabajo se propone la identificad&genes que podrian estar participando en los
eventos tempranos de la nodulacion emrevulgaris y R. etli; esto mediante la expresion
diferencial de genes en raices de frijol como restaua los FN. Para ello se utiliz la técnica de
hibridacion sustractiva acompafada por PCR de sigore(SSH), con la que se pueden
identificar genes regulados diferencialmente; esrdaquellos genes cuya expresion aumenta o
disminuye, en una condicién particular, en un tegdpecifico y/o en un tiempo determinado
(Diatchenko, et al., 1996). Esta técnica ha sido empleada exitosamemP. vulgaris para
dilucidar qué genes son responsables en el reqorentd cepa-especifico de rizobios (Meschini,
et al., 2008) y en otras plantas para identificar gegsesados diferencialmente en distintos
tejidos/érganos y en situaciones de estrés comgetamiento, sequia, infecciones, radiacion,
etc. Particularmente, la SSH puede resultar muyata detectar la expresion de genes con bajo
nivel de transcripcion (Savestrara, al., 2002; Sanchez-Ballestdi, al., 2003; Gibly,et al.,
2004).



3.-HIPOTESIS

Si se compara el patron de expresion génica eesralePhaseolus vulgaris expuestas a FN
contra la expresion génica en raices sin trataligo ser identificados genes involucrados en los

eventos tempranos del proceso simbiotico.



4.-OBJETIVOS

Objetivo general.

Identificar y caracterizar genes involucrados endgentos tempranos de la interaccion

Phaseol us vulgaris-Rhizobium etli.

Objetivos especificos.

Obtener genes expresados diferencialmente en ideédmseol us vulgaris después de 1,
6y 12 h del tratamiento con los FN.

Comparar la secuencia de esos genes con basetdgalaxistentes para otras
leguminosas e idealmente identificar genes alureportados.



5.-ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6.-MATERIALES Y METODOS

6.1.-Germinacion de semillas.

Semillas deP. vulgaris variedad Negro Jamapa fueron puestas a germieaeli§eron las
semillas mas grandes y firmes, las cuales debitar eempletas, lisas y sin fisuras. Para
esterilizarlas fueron lavadas con agua, sumergidasnte 1 min en etanol al 96%, enjuagadas
con agua destilada estéril, lavadas durante 5 onrh@oclorito de sodio al 20% y nuevamente
enjuagadas con agua destilada estéril. Las senutfasayuda de pinzas, se colocaron sobre una
cama de papel absorbente humedecido con mediode&hp 5.5 (Fahraeust al., 1957) y
puesta sobre una charola de aluminio previamemggilezada por autoclave. La charola con las

semillas se cubri6é con papel aluminio e incub6 a@@or 48 h (Cardenag al., 1995).

Medio Fahraeus: Cag0.68 mM, MgSQ-H,O 0.48 mM, KHPQ, 0.73 mM, NaHPQ,-2H,0
0.001 mM, Fe@HsO; 0.02 mM, trazas Gibson ¢BO3; 46 mM, MnSQ-4H,0 12 mM,
ZnSQy: 7H,0 0.76 mM, CuS®5H,0 0.32 mM, NaMo,4-2H,0 0.33 mM).

6.2.-Tratamiento con FN.

Una vez que las semillas germinaron, fueron traitksfe a un contenedor de vidrio e incubadas a
28 °C durante 24 h (con periodos de 16 h de luzhyd® oscuridad), de manera que la raiz
estuviera sumergida en medio Fahraeus pH 5.5.r&iiné de este periodo las plantas estuvieron
listas para aplicarles el tratamiento. Los FN Rleetli se adicionaron al medio, a una
concentracion final de TOM, resuspendidos en chaps ([3-{3-colamidopropithetilamonio]-
1-propano-sulfonato, es un detergente organicoesmaturalizante) diluido a 0.01%. Los FN

fueron purificados en el laboratorio como indicardenaset al. (1995).

6.3.-Colecta de raices.

Las raices fueron colectadas antes de adiciondfNo® h) y luego de su adicion (1, 6 y 12 h)

cortandolas del resto de la planta y sumergiéndmlagediatamente en nitrégeno liquido,



teniendo asi cuatro muestras que se guardaron°€-88sta el momento de extraer el RNA total.

6.4.-Extraccion de RNA total.

Las raices colectadas fueron molidas en un moderonitrogeno liquido, hasta obtener un
polvo muy fino (cada una de las cuatro muestras separado). Por cada 100 mg de raiz
pulverizada se afadio 1 ml de Trizol (Invitroger§A) y se continué moliendo en el mortero
hasta homogenizar. Se transfirio 1 ml de cada mauastin tubo eppendorf y se adicionaron 0.2
ml de cloroformo/isoamilico (24:1) mezclando comdg de un vortex. Se centrifugé a maxima
velocidad (13,000 rpm) durante 5 min y la fase gopéue recuperada en un nuevo tubo; a esta
fase se adicionaron 0.5 ml de alcohol isopropilicezclando por inversion, centrifugando
después durante 10 min. El sobrenadante fue dekeghal resto se agregd 0.5 ml de etanol al
70%; se centrifugé durante 2 min, nuevamente sectiésel sobrenadante y a la pastilla se
adicionaron 10 pl de agua libre de RNAsa@Hratada con DEPC 0.1%) (Chomczynskial.,
1987).

Para verificar la integridad del RNA durante elgaso de extraccion, se tomé una alicuota (con
volumen igual de bromuro de etidio 0.5 pg/ml) yceaidé en un gel desnaturalizante de agarosa
al 1% (0.15 g de agarosa se disolvieron en 15 nid@econ 1.5 ml de MOPS 0.4 M pH 7 y se
adicionaron 0.45 ml de formaldehido) (Sambralal., 1989).

Una vez verificada la integridad del RNA y habiéodouantificado, las muestras de RNA

extraido de raices tratadas con FN se mezclaraguahproporcion, para tener una sola muestra
problema. Entonces, el RNA extraido de raicesrsitarniento es la muestra control; mientras
gue la mezcla de los RNA extraidos 1, 6 y 12 h uiégsplel tratamiento con los FN, constituyen

una unica muestra problema.

6.5.-Sintesis de cDNA.

Utilizando el Super SVMIART PCR cDNA synthesis kit (Clontech, USA) y siguiendo las

instrucciones del fabricante, se sintetizaron DEIA control y problema correspondientes. Con



este método, fig de RNA total control y 4g de RNA total problema fueron transcritos a una
primera hebra de cDNA, utilizando un oligonucleot{dT) modificado que se une a la cola poli-
A de los mRNA presentes en la muestra de RNA t@taspués, los cDNA fueron purificados
por cromatografia en columna para eliminar los edtdos no incorporados y fragmentos
pequefios de cDNA (<0.1 Kb). Los cDNA purificadogron amplificados por PCR en varios
rangos de ciclos (15, 18, 21, 24, 27 y 30 cicl@gppleterminar su concentracion 6ptima. Este
cDNA fue purificado nuevamente y digerido con laisra Rsal, continuando con el protocolo
para la SSH. Para confirmar que se enriquecid laidzed de cDNA luego de ambas
purificaciones, una alicuota de cada muestra figtasa electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.
Mediante elSuper SMART PCR cDNA synthesis kit se puede obtener 148 de cDNA a partir de

1 ug de RNA total (para llevar a cabo la SSH se nexésig de cDNA por muestra).

6.6.-Obtencion de los EST por la técnica de SSH.

La hibridacion sustractiva acompafada por PCR deesion (SSH) (Diatchenket al., 1996) se
realizé segun las instrucciones det comercial Clontech PCR-Select cDNA subtraction
(Clontech, USA). Como cDNA control, se utilizo ehtetizado a partir del RNA extraido de
raices no tratadas con los FN. Como cDNA probleseautilizé el sintetizado a partir de la

mezcla de los RNA extraidos de raices tratada$osoiiN durante los tres distintos tiempos.

Mediante la técnica de SSH se pueden compararatbdagiones de mRNA y obtener clonas de
genes que estdn mas representados en una pobtpogoren la otra. Inicialmente, ambas
poblaciones de mRNA son convertidas a cDNA, teroeadtonces al cDNA problema que
contiene transcritos diferencialmente expresado @ondicion con tratamiento (en este caso,
exposicion de las raices a FN durante distintesp@s) y al cONA control (en este caso, raices
sin tratamiento). Ambos tipos de cDNA son hibridagdas secuencias hibridas son removidas.
Las secuencias restantes que no hibridan son Egeguesentan genes expresados solo en el
cDNA problema y que estan ausentes del mMRNA cqregibs secuencias pueden tener alta o
baja abundancia pero mediante esta técnica se poetalizar la abundancia de la poblacién de
estos cDNA (fig. 5).



6.6.1.-Bases moleculares de la SSH.

I.-Sintesis de cDNA vy digestion cdreal. A partir de RNA extraido del tejido, se sintetiza

cDNA de doble cadena bajo las dos condiciones apatan problema y control. Una vez
sintetizados ambos tipos de cDNA, se digieren ppasado corRsal para generar fragmentos

cortos con extremos romos.

Il.-Ligamiento de secuencias adaptadofak.cDNA problema se divide en dos poblaciones

(muestra 1 y muestra 2), cada poblacion es ligadauoa secuencia adaptadora diferente. Los
extremos de los adaptadores no tienen grupos dodéatanera que solo se unen a los extremos
5’ del cDNA. Los dos adaptadores aunque distirtieagn un fragmento de secuencia idéntica

gue permite el pegado dptimer 1 para PCR. Al cDNA control no se ligan adaptasiore

continuacion se llevan a cabo dos hibridaciones.

lll.-Primera hibridaciénEn la primera hibridacion se mezcla un excesoRi¥Ac control con

una pequefia muestra de cada poblacion de cDNAgmahlse desnaturalizan por calor y se
permite que hibriden para generar distintos tipesnwléculas gb,c y d en fig. 5) en cada
poblacion. Durante esta primera hibridaciéon, ladi@n de moléculas de hebra sencilla del
cDNA problema (moléculas tipa) es normalizada, ya que podrian encontrarse endajta
concentracion, estas moléculas son las que est@uecidas significativamente con secuencias
expresadas diferencialmente. La normalizacion ecyrorque la generacion de moléculas
homohibridas (moléculas tipgn) y heterohibridas (moléculas timp es mas rapida al suceder
entre moléculas mas abundantes; la hibridaciorosl€e DNA menos abundantes es mas lenta y
permanecen como moléculas de hebra sencilla. Gantto la duracion de la hibridacién, las
formas de hebra sencilla de los cDNA altamente ddotes pueden ser reducidos a los mismos
niveles de las moléculas menos abundantes, noandtiz entonces la representacion de la
poblacion de cDNA. Los cDNA comunes a las dos pmbies forman en su mayoria
heterohibridos (moléculas tipd con el cDNA control debido a que este se encaanirexceso.

IV.-Segunda hibridacionLas dos poblaciones de la primera hibridacion sombinadas, se

adiciona una nueva porcion de cDNA control desadirado y se aumenta la extension de la



hibridacion. Bajo estas condiciones, solo los cDfoblema de hebra sencilla pueden
reasociarse y formar moléculas tippc y nuevas moléculas hibridas tipo/con adaptadores
distintos en cada extremo) que en su mayoria densi€n secuencias expresadas

diferencialmente.

V.-Primera amplificacién por PCR.a poblacién total de moléculas es sujeta a doda® de

PCR para amplificar mayoritariamente las secuerexgsesadas diferencialmente. Antes de la
primera amplificacion por PCR, las hebras con athpts son extendidas creando el sitio de
union alprimer 1 para PCR, que en esta ronda es complementantassadaptadores. En esta
primera amplificacion por PCR, estan presentesdipos de moléculas hibridas ¢, d y €)

gue contienen distintas combinaciones de secueade#adoras en sus extremos, pero solo los
ds cDNA con diferentes adaptadores en cada extsemamplificados exponencialmente.

VI.-Segunda amplificacion por PCHEN la segunda amplificacion se reduce la preseteia

moléculas no deseadas y se enriquece el numerecdergias expresadas diferencialmente. De
las moléculas presentes en esta segunda ampliicadr PCR, las moléculas ti@y d no
pueden ser amplificadas nuevamente porque no centigtios de union g@rimer nested 1 para
PCR o alprimer nested 2R para PCR Las moléculas tipasolo pueden ser amplificadas en
proporcion lineal. Las moléculas tigocontienen largas secuencias invertidas repetidesig
extremos y forman estructuras tipo lazo muy estaflee después de cada desnaturalizacion y
alineamientoya no pueden ser amplificadas debido al efectougeesion (efecto que también
sucede con estas moléculas durante la primerafarapidon por PCR). Sélo las moléculas tipo
tienen distintas secuencias adaptadoras en susT®dy una proviene de la muestra 1 y la otra
proviene de la muestra 2, de modo que pueden sdifiaadas exponencialmente por PCR y
generar una poblaciébn preferencialmente enriqguecfii@a genes que Se expresan

diferencialmente en una condicion o tratamientpaticular.
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Fig. 5.- Esquema general para la SSH. I, sintesisDNA y digestion coRsal; 1l, ligamiento de secuencias adaptadoras; IlI,
primera hibridacién; IV, segunda hibridacion; Vinpera amplificacion por PCR; VI, segunda amplifiéacpor PCRab,cdy e
son el tipo de moléculas resultantes en cada pato 8SH. En azul oscuro se representa el sitimdm alprimer 1 para PCR;
en blanco se representa el sitio de unidprather nested 1 para PCR y en azul claro se representa eldstianion alprimer
nested 2R para PCR.



6.7.-Construccion de la genoteca SSH.

Los cDNA (ahora EST)btenidos en la amplificacibn secundaria por PCRug fueron
sustraidos a partir de la condicion de tratamientolos FN, fueron insertados directamente en
el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, USA) y con este se transformaron leélu
guimiocompetentes descherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA), siguiendo las instrucasn
del proveedor. Las células fueron cultivadas enionel con 50ug/ml de kanamicina. Ver en el
apéndice el mapa del vector.

Medio LB (Luria-Bertani): triptona 1.0%, extracte tevadura 0.5%, NaCl 1.0%, agar 1.5%, se
ajusté el pH a 7.0 y el medio fue esterilizado atoelave. Al momento de usar se adiciono
kanamicina 5Qug/ml (Sambrooket al., 1989).

6.8.-Purificaciéon de DNA plasmidico.

Las clonas obtenidas fueron cultivadas en 10 minddio LB (con 50ug/ml de kanamicina)
durante 16 h a 37 °C y con agitacion de 200 rprepuies las células fueron concentradas por
centrifugacion y se purifico el DNA con ayuda dél\Wizard plus minipreps DNA purification
system (Promega, USA).

6.9.-Andlisis de restriccion.
El DNA purificado de las clonas obtenidas fue di@rcon la enzim&coRI para verificar que
efectivamente hubiera un inserto en el vector. ihesrtos liberados fueron visualizados en gel

de agarosa 1.5% con bromuro de etidio.

Mezcla de restriccion: ig de DNA (fragmento de restriccion)ullEcoRI (10 Ujd), 3 pl buffer
H y H,O para un volumen final de 30.



6.10.-PCR en colonia.

Alternativamente al analisis de restriccion, séizéaun PCR en colonia de las clonas obtenidas
para verificar la presencia de inserto, utilizaha®primers M13 forward y M13 reverse (ver
apéndice)Las condiciones para el PCR fueron: 1 ciclo a®4.0 min; 40 ciclos a 94 °C-30 s,
50 °C-30 s, 72 °C-1 min 30 s; 1 ciclo final de &sién a 72 °C-7 min. Los insertos amplificados

fueron visualizados en gel de agarosa 1.5% conummde etidio.

6.11.-Secuenciamiento de los EST.

Plasmidos purificados de las clonas de interéofussuspendidos en@® (volumen final de 16
ul) a una concentracion de 500-750 ng de DNA, sei@uron 10 pmojd de los
oligonucledtidos universales MIfarward y M13 reverse y los insertos fueron secuenciados
utilizando un secuenciador automatico ABlI PRISM B70nidad de secuencia, IBT, UNAM).

Ver secuencias en el apéndice.

6.12.-Analisis de los EST.

Los EST secuenciados se compararon con secuerc@et@inas depositadas en el NCBI (The
National Center for Biotechnology Information, httwww.ncbi.nlm.nih.gov/) usando la
herramienta BLASTX. Para cada EST se consideré cemmejor alineamiento aquel que
tuviera un valor E <& eligiendo como el mejor valor, el mas cercancee.cA los EST
identificados se les asignaron términos GO paifidarlos en categorias funcionales, usando la
herramienta AmiGO del sitio http://www.geneontolag/ que utiliza tres niveles de
clasificacion: funcibn molecular, proceso bioldgigopcomponente celular. Los EST que no
tuvieron homologia con alguna secuencia proteigaroh comparados de nuevo con la base de
datos del NCBI, que contiene secuencias de nudtsdtraducidos en los seis marcos posibles
de lectura, usando la herramienta TBLASTX o cotbdae de datos paR wulgaris (PhvGl

Gene Index) en el sitio del TIGR (The Institute @nomic Research, http://www.jcvi.org/).



6.13.-Hibridacion de DNA tipo dot-blot.

|.-Preparacion de membran&asmido purificado (f:g/100ul de TE) de cada una de las clonas

obtenidas por SSH, fue transferido por absorcigrembranas Hybond-NAmersham, UK) con
ayuda de un aparato de microfiltracion (Bio-Dot 8i-Rad, USA), de manera tal que cada
muestra de plasmido quedd aplicada en forma de hmaonicular sobre la membrana (se
prepararon ocho membranas). Las membranas se mej@aar al aire y después fueron
desnaturalizadas en NaOH 0.6 M por 2 min, luegmfueneutralizadas con Tris-HCI 0.5 M (pH
7.5) por 2 min y finalmente se lavaron con agudildds durante 30 s. Las muestras fueron
inmovilizadas sobre las membranas irradiandolasdifUVC 500 Crosslinker, Hoefer, USA).
Las membranas se mantuvieron a -20 °C hasta el mondge usar. Como control interno
positivo se utilizé producto de PCR de acuaporitiayd expresion es constitutiva) y como
controles negativos se utilizaron agua destilaties pested PCR primers 1 y 2R del kitClontech
PCR-Select cDNA subtraction.

Il.-Marcado de sondasComo sondas se utilizaron los cDNA obtenidos dirpde los RNA

totales extraidos de raices Bevulgaris (antes de tratar a las raices con los FN y 1,18
después del tratamiento), teniendo entonces csatndas distintas (una de cada condicion).
Cada sonda fue marcada por separadag2e cada cDNA fueron desnaturalizados&nl de

TE (10:1, Tris/HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) durantemin a 100 °C (en bafio con agua) y
enfriados después en hielo por 5 min. Se agrediagi de p->P]dCTP, para la incorporacion
de la marca radioactiva se utilizokei comercialRediprime |11 Random Prime Labelling System
(Amersham, UK), marcando la sonda durante 30 ntenmgeratura ambiente. Una vez marcada
la sonda, la reaccion se detuvo cqd 8e EDTA 0.2 M y la sonda se precipito en 300e RPE
(DNA del esperma de salmoén 0.1 mg/ml, EDTA 10 mM&B, CHCOONH, 2.5 M pH 7.5) y
600 ul de isopropanol a -20 °C durante 24 h. Posteriatejda sonda marcada fue centrifugada
30 min a 13,000 rpm. La pastilla se resuspendi@Ghul de NaOH 0.1 N, quedando la sonda
lista para hibridar.

I1l.-Hibridacibn de membranasAntes de adicionar la sonda marcalds, membranas fueron

puestas en tubos para hibridacion (dos membraneadantubo, teniendo entonces 4 tubos, uno



para cada condicién) humedeciéndolas con 5 ml deiéa de fosfatos (N&IPQ, 300 mM pH
7.2, SDS 7%) y se incubaron a 65 °C por lo mends Respués se cambid la solucion de
fosfatos por una recién preparada y se adicios6rida marcada (2Q0) correspondiente a cada

condicién, dejando hibridar a 65 °C durante 16 h.

IV.-Lavado y exposicion de membrandsss membranas fueron lavadas con una solucion de
SSC 2X-SDS 0.1% durante 15 min a temperatura atebiehuego enjuagadas con SSC 2X.
Después se expusieron durante 72 h en una pargatt@adiografica (Phosphor Screen,

Molecular Dynamics, UK), se escanearon mediantsigkema Phosphorlmager (Molecular
Dynamics, UK) y la imagen fue visualizada usandgrelgrama ImageQuant 3.2 (Molecular

Dynamics, UK).

V.-Andlisis de la imagen autoradiograficalas imagenes autoradiograficas escaneadas y

guardadas como archivos (*.tif) fueron analizadas el programa ImageJ 1.33s (NIH, USA,;
http://rsb.info.nih.govV/ij/) para asignar valoragmericos a cada mancha sobre las membranas de
acuerdo con su densidad en pixeles. Con este pnagsa calculo la densidad integrada de cada
mancha, el valor resultante fue normalizado de rdcuecon el valor de la mancha
correspondiente al control acuaporina. Como lssteaancia de plasmido a membrana se realizd
por duplicado para cada condicidon de tratamieo®dbs valores de densidad normalizada para
un misma muestra fueron promediados (y calculaddetwviacion esandar) obteniendo asi un
unico valor correspondiente (en unidades arbisa@ahnivel de transcripcion de cada EST. Ver

en apéndice los datos correspondientes.

6.14.-Andlisis estadistico del perfil de transcrigén de los EST.

Por medio de la prueba estadistica ANOVA de urofaste determiné si habia diferencia en el
nivel de transcripcion de cada EST en cada unmsié¢rdtamientos. Considerando un nivel de
significanciao = 0.05, se determin6é que no hay cambios significsten la expresion del EST
en cada uno de los tratamientop st 0.05 y que si hay cambios significativos enxpresion
del EST en cada tratamientgpst 0.05.



7.-RESULTADOS

7.1.-Obtenciéon de los EST.

Un RNA total integro es crucial para la sustraco#fectiva por SSH de genes expresados
diferencialmente; por lo que la integridad de Id$AR(extraidos en las distintas condiciones
experimentales) fue verificada mediante electrsiisren gel desnaturalizante de agarosa. En la
fig. 6 se observa que la intensidad de las ban88sy218S (correspondientes al rRNA) esta en
proporcion 1.5-2.5:1, caracteristica importante doéica que el RNA extraido en cada

condicién de tratamiento estaba en buen estado.

Oh 1h 6h 12h
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Fig. 6.-RNA total extraido de raices e wulgaris. 0 h, RNA total control (raices sin tratamientb)h, 6 h y 12 h, RNA

problema (tratamiento con los FN durante las harggectivas). Gel de agarosa 1%/EtBr.

Una vez verificada la integridad de las cuatro nrassde RNA total, se uso 8lper SMART
PCR cDNA synthesis kit (Clontech, USA) para sintetizar los cDNA contrgbipblema. A partir
de 4ug de RNA total control y 4uig de RNA problema (la mezcla de los RNA obtenidosos
tres distintos tiempos), usando un oligonucled(@d modificado que se une a la cola de poli-A
en el extremo 3’ de los MRNA, fue sintetizado eNéDde cada muestra. Posteriormente las

muestras de cDNA fueron amplificadas por PCR dddiddasta 30 ciclos, con el objeto de



determinar el niumero 6ptimo de ciclos en el quevestan representados homogéneamente
fragmentos de cDNA de todos los tamafios y dond®HMIA se mantuviera en fase exponencial
de amplificacién. Se eligié el cDNA amplificado & giclos que contiene cDNA desde 400 pb
hasta 1500 pb y que muestra concentracion sufecightciclos mayores se corre el riesgo de
alcanzar pronto el umbral maximo de amplificaciéangpobrecer la produccion de cDNA, un

cDNA amplificado en exceso no es un templado apdwppara la SSH (fig.7).
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Fig. 7.-Amplificacion de cDNA. A, amplificacion pdCR del cDNA control (obtenido a partir de RNArakdo de raices sin
tratamiento); B, amplificacion por PCR del cDNA plema (obtenido a partir de RNA total extraido diees tratadas con FN
durante distintos tiempos). m, marcador de pesecotdr (DNA der digerido conPstl); 15, 18, 21, 24, 27 y 30 indican el
namero de ciclos de PCR. Gel de agarosa 1.2%/EtBr.

Los cDNA control y problema amplificados a 18 cglpor PCR, fueron sujetos dos veces a
cromatografia en columna para purificarlos. Luegdadsegunda elucidén por columna, el cDNA

se enriquecié en un 50% lo que indico que los cOb&kon purificados exitosamente (fig. 8).
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Fig. 8.-cDNA purificado por columna. A, cDNA conlrd3, cDNA problema. m, marcador de peso molec(2NA de A
digerido conPstl); sp, cDNA sin purificar; 1, cDNA purificado ema primera eluciéon; 2, cDNA vuelto a purificar emau

segunda elucién. Gel de agarosa 1.2%/EtBr.

Los cDNA control y problema purificados fueron diges con la enzimd&sal, que genera
fragmentos de cDNA cortos con extremos romos neosspara el ligamiento de secuencias
adaptadoras y para la sustraccion. Después degkstiin conRsal, los cDNA fueron
purificados nuevamente y se pudo comprobar potrefecesis en gel que la distribucion del

tamafio de los cDNA se redujo (fig. 9).

cDNA cDNA
control problema

Fig. 9.-cDNA digeridos cofsal. A, cDNA control; B, cDNA problema. m, marcadae geso molecular (DNA dedigerido
conPstl); sd, cDNA sin digerir; d, cDNA, digerido cd®esal. Gel de agarosa 1.2%/EtBr.



Una vez que los cDNA control y de prueba fueroreddyps y purificados, el cDNA problema se
dividi6 en dos poblaciones y a cada una de ellasfueron ligadas secuencias adaptadoras
distintas para poder llevar a cabo la hibridacidstractiva (una alicuota de estas poblaciones de
cDNA fue reservada para usarla como control ddi¢éeacia de la sustraccion; esta alicuota no
fue sujeta a SSH, so6lo a las dos rondas de PCRiguen a la sustraccion y representa al cDNA
problema no sustraido). Ambas poblaciones de cDIMAoh sujetas a dos rondas de hibridacion
para enriquecer las secuencias expresadas difaireeaite, normalizarlas y generar templados
para su posterior amplificacion en dos rondas dR.HED la primera ronda de PCR sucede un
efecto de supresion que impide a las secuenciadeseadas amplificar exponencialmente,
mientras que las secuencias diferencialmente eagmesamplifican de forma exponencial. En la
segunda ronda de PCR las secuencias de interégmsmuecidas y representan al cDNA
problema sustraido (fig. 10).
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Fig. 10.-Amplificacion y enriquecimiento de las sencias expresadas diferencialmente. m, marcadpese molecular; ps,
cDNA problema sustraido (representa las secuemosipsesadas diferencialmente en raices tratadad=’dnns, cDNA no
sustraido. Se observa un enriquecimiento lueg@8&CR en la concentracion del cDNA problema susira®kl de agarosa
1.2%/EtBr.

7.2.-Identificacion de los EST.

Los productos de PCR sustraidos por SSH (ahora &@&T9n clonados en el vector pQH. -
TOPO y con este se transformaron célulag.dmli para obtener la genoteca SSH. A las mas de

300 clonas obtenidas se les asigné la nomenclRsshfwdtc-namero de clona. Se verifico la



presencia de inserto mediante PCR en colonia uslasgwimers M13 forward y reverse (fig.

11) o bien digiriendo al plasmido con la enziB@RI, encontrando que menos del 25% de las

clonas contenian inserto.

[l

200 pb-

Fig. 11.-Presencia de insertos en clonas de latgea®&SH. Se purificd pldsmido de algunas clonasipegran la genoteca

SSHy por PCR en colonia fueron amplificados leeitos. Gel de agarosa 1.5%/EtBr.

Se purificé DNA plasmidico de las clonas que coiaternserto para secuenciarlo utilizando los

primers M13 forward y reverse. Se obtuvieron 56 EST diferentes de los cuale® mn

redundantes, ya que estan representados mas dezaian la genoteca SSH. El rango de tamafio

de los EST secuenciados fue desde 131 pb hastapbl28nque la mayoria tuvo un tamafo de

200-400 pb (fig. 12).
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Fig.12.-Distribucion del tamafio en pares de badgsde los EST de la genoteca SSH.



Para determinar la identidad de los 56 EST, la esema correspondiente a cada uno fue
comparada con las secuencias de proteinas dessitad el NCBI mediante el programa
BLASTX. Una vez conociendo la identidad de los EfiEron clasificados en once categorias
funcionales usando la herramienta AmiGO: metabdigitl EST, 19%), modificacion de
proteinas (9 EST, 16%), funcién desconocida (8 BH8%), funcion no determinada -EST que al
ser comparados con la base de datos no tuvieronlbgia con alguna proteina pero si con otro
EST- (7 EST, 13%), traduccion (5 EST, 9%), transp@t EST, 7%), transcripcion (4 EST, 7%),
regulacion del estado redox (3 EST, 5%), defendaSZ, 4%), respuesta a estimulos (2 EST,
4%) y desarrollo (1 EST, 2%) (fig. 13).

OMETABOLISMO
OMODIFICACION DE PROTEINAS
B FUNCION DESCONOCIDA

B FUNCION NO DETERMINADA

O TRADUCCION

OTRANSPORTE

B TRANSCRIPCION

O REGULACION DEL ESTADO REDOX
B DEFENSA

B RESPUESTA A ESTIMULOS
ODESARROLLO

Fig.13.- Clasificacion funcional de los ESTRlewlgaris expresados diferencialmente en respuesta a |aeRNetli.

De los EST incluidos en la genoteca sustractivafE8T (73%) resultaron ser similares a
proteinas ya identificadas o a dominios proteicmsocidos. 8 EST (14%) fueron similares a
proteinas desconocidas asignadas a un organisfB8T7(13%) no fueron similares a alguna
secuencia proteica; sin embargo, al hacer un nakweamiento con las secuencias traducidas
depositadas en el NCBI o en el TIGR, se obtuviaoreamientos significativos con EST He
vulgaris, G. max y M. truncatula que aun no han sido identificados. Solo el ESEB$hifwdtc-02

no alined con alguna secuencia (tablas 2-12).



Tabla 2.-ldentidad de los EST clasificados en tag@ia de metabolismo.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositadléssebases de Valor  Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su nimero de acceso E en 'a;g_r""teca
Pv-sshfwdtc-13  Proteina desconocida @Gycine max. ACU20666.1 6e-05 1
(540 pb) (proteina de respuesta a estrés con domifiae barril).

Pv-sshfwdtc-21 Proteina desconocida @Gycine max. ACU20294.1 le-91 1
(969 pb) (similar a la cadena-3 de la tubulina).

Pv-sshfwdtc-47 Proteina desconocida @Gycine max. ACU23241.1 le-23 1
(342 pb) (adenililsulfato cinasa).

Pv-sshfwdtc-51 Proteina desconocida @kycine max. ACU18522.1 6e-41 1
(550 pb) (argininosuccinato sintasa).

Pv-sshfwdtc-56 Lipoxigenasa d€haseolus vulgaris. CAA45086.1 3e-64 1
(480 pb)

Pv-sshfwdtc-61 Asparagina sintetasa tipo |1 aseolus vulgaris. CAA08913.1 3e-56 1
(510 pb)

Pv-sshfwdtc-63 Asparagina sintetasa tipo Il dRihaseolus vulgaris. CA091866.1 3e-19 1
(173 pb)

Pv-sshfwdtc-82 Proteina desconocida @Gycine max. ACU20337.1 3e-18 1
(216 pb) (xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa).

Pv-sshfwdtc-84 Proteina déVedicago truncatula. ABD28385.2 le-18 1
(471 pb) (proteina carboxilasa dependente de biotina).

Pv-sshfwdtc-99 Proteina hipotética deopulustrichocarpa. EEE90621.1 3e-43 1
(493 pb) (con dominio catalitico de unién a piridoxal fosfasuperfamilia

aspartato aminotransferasa).
Pv-sshfwdtc-211 Proteina desconocida deabidopsis thaliana. AAM65668.1 6e-11 2

(131 pb)

(nucleétido ramnosa sintasa/epimerasa reductasa).

Tabla 3.-Identidad de los EST clasificados en tagaria de modificacion de proteinas.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositatléasebases de Valor  Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su nimero de acceso E At 'asgse|_r|‘°teca
Pv-sshfwdtc-14 Proteina desconocida (Gycine max. ACU13218.1 2e-46 1
(632 pb) (subunidad tipo 6 del proteasoma 26S).

Pv-sshfwdtc-17 Proteina desconocida @Gycine max. ACU19272.1 8e-54 1
(699 pb) (con un dominio similar a una doliquil difosfo atigacarido glicosil

transferasa).

Pv-sshfwdtc-45 Proteina dé/itis vinifera. CBI25473.1 2e-22 1
(389 pb) (dominios parecidos a S/T cinasas).

Pv-sshfwdtc-60 Proteina déRicinus communis. EEF39370.1 le-32 1
(369 pb) (familia de proteinas con dedos de zinc tipo DHHC)

Pv-sshfwdtc-62 Proteina desconocida @Gkycine max. ACU13609.1 8e-66 1
(674 pb) (con un dominio similar a la subunidad z de COPI ).

Pv-sshfwdtc-111 Proteina dé&/itis vinifera. CBI26348.1 9e-31 1
(265 pb) (familia de prolil oligopeptidasas).

Pv-sshfwdtc-217 Proteina dé&/itisvinifera. CBI37450.1 3e-27 2
(184 pb) (con dominio catalitico S/T cinasa).

Pv-sshfwdtc-229 Proteina desconocida éycine max. ACU18431.1 2e-18 1
(304 pb) (proteina fosfatasa tipo C2).

Pv-sshfwdtc-240 RPN1 deRicinus communis. EEF44376.1 3e-40 2

(250 pb)

(subunidad componente del proteasoma 26S).




Tabla 4.-ldentidad de los EST clasificados en tag@ria de funcién desconocida.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositanlésseébases de  Valor ~ Redundancia

(tamafio en pb) datos publicas y su numero de acceso

Pv-sshfwdtc-07 Proteina desconocida @Gycine max. AAA65012.1
Pv—fszsi?v\?dt?c—zg Proteina desconocida @ycine max. ACU21207.1 6e-43 1
Pv-(sllsiil\?dbtz:BS Proteina desconocida @Gycine max. ACU14912.1 7e-17 1
Pv-(sgs7h¥\/\?dbt)c-59 Proteina de desconocida@bycine max. ACU19335.1 2e-12 1
(1128 pb)
Pv-sshfwdtc-102 Proteina desconocida @ycine max. ACU13679.1 3e-14 1
Pv-s(:sgr?fZN%?g-lm Proteina desconocida &&cinus communis. EEF31210.1 le-05 1
PV-S(gf::f?NF(;?g-233 Proteina desconocida @Gycine max. ACU16083.1 9e-20 1
Pv-sgﬁf;\l/vggc;-MG Proteina désicinus communis. EEF42538.1 le-31 1
19p

Tabla 5.-ldentidad de los EST clasificados en tag@ria de funcidon no determinada.

Pv-sshfwdtc-02 No aline6 con alguna secuencia. - 1
(198 pb)

Pv-sshfwdtc-04 EST deMedicago truncatula. CU302345.1 le-14 2
(393 pb)

Pv-sshfwdtc-08 EST dePhaseolus vulgaris. EU196765.1 le-85 1
(553 pb)

Pv-sshfwdtc-32 EST deGlycine max. BT098379.1 3e-05 1
(275 pb)

Pv-sshfwdtc-75 EST deGlycine max. TC289235 2e-15 2
(280 pb)

Pv-sshfwdtc-219 EST dePhaseolus vulgaris. TC10362 le-67 1
(354 pb)

Pv-sshfwdtc-224 EST dePhaseolus vulgaris. TC13146 le-61 1

(320 ph)




Tabla 6.-ldentidad de los EST clasificados en tagmria de traduccion.

Pv-sshfwdtc-96

Proteina desconocida @ycine max. ACU13235.1

(295 pb) (factor elF-5A).

Pv-sshfwdtc-223 Proteina Nop56 darabidopsis thaliana. AAF02835.1 7e-36 1
(337 pb)

Pv-sshfwdtc-234 Proteina hipotética détis vinifera. CAN70753.1 6e-32 3
(410 pb) (factor elF-5).

Pv-sshfwdtc-237 Proteina desconocida @Gycine max. ACU13744.1 6e-32 2
(382 pb) (proteina ribosomal S25).

Pv-sshfwdtc-245 Proteina desconocida @ycine max. ACU14554.1 2e-60 1
(623 pb) (proteina ribosomal L32).

Tabla 7.-ldentidad de los EST clasificados en tagaria de transporte.
EST Mejor alineamiento con las secuencias depositatlésseébases de  Valor ~ Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su nimero de acceso E en 'as%e;“’teca
Pv-sshfwdtc-19  Transportador ABC dBicinus communis. EEF28841.1 4e-10 1
(186 pb)

Pv-sshfwdtc-105 Hemoglobina no simbidtica dalycine max. AAA97887.1 3e-52 1
(389 pb)

Pv-sshfwdtc-208 Proteina dé*haseolus coccineus. AAY82249.1 7e-25 1
(445 pb) (canal mitocondrial selectivo de aniones dependidrtvoltaje).

Pv-sshfwdtc-212 Proteina desconocida Gycine max. ACU18447.1 3e-78 2
(524 pb) (translocador de nucleétidos de adenina).

Tabla 8.-1dentidad de los EST clasificados en tagaia de transcripcion.

Pv-sshfwdtc-05 Proteina desconocida Bécea sitchensis. ABR16597.1 4e-25 1
(685 pb) (subunidacd-2 del factor TFIIE).

Pv-sshfwdtc-86 Proteina desconocida @Gycine max. ACU16761.1 le-11 2
(297 pb) (familia de proteinas con dedos de zinc tipo C2H2).

Pv-sshfwdtc-108 Proteina hipotética détis vinifera. CB130939.1 8e-35 1
(458 pb) (tipo RNA helicasa dependiente de ATP).

Pv-sshfwdtc-238 Proteina dé’haseolus vulgaris. AAQ09002.1 6e-31 1

(512 ph)

(familia RAMP4 asociada a ribosoma).




Tabla 9.-lIdentidad de los EST clasificados en tag@ia de regulacion del estado redox.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositadléssebases de Valor  Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su nimero de acceso E en 'asgs‘ﬂ"teca
Pv-sshfwdtc-22 Proteina de&slycine max. DQ340234.1 2e-23 1
(452 pb) (familia del citocromo P450).

Pv-sshfwdtc-35 R-amirina y soforadiol 2,4-hidroxilasa @Gycine max. BAE94181.1 2e-12 1
(274 pb)

Pv-sshfwdtc-37 Proteina desconocida @ycine max. ACU22687.1 le-41 1
(425 pb) (proteina ALDH2C4).

Tabla 10.-lIdentidad de los EST clasificados eratagoria de defensa.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositad#sseérases de  Valor ~ Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su ntimero de acceso E Sl Iasqsel_r:otec
Pv-sshfwdtc-43 Proteina tipo PR1 dehaseolus vulgaris. ABF13312.1 3e-46 1

(574 pb)
Pv-sshfwdtc-67 Proteina desconocida @Gycine max. ACU20128.1 8e-34 1
(326 pb) (familia de fosfolipasas/carboxilesterasas tipo E8B).

Tabla 11.-lIdentidad de los EST clasificados eratagoria de respuesta a estimulos.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositad#ssebases de Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su numero de acceso T
Pv-sshfwdtc-98 Proteina desconocida ¥éisvinifera. EF100453.1 le-05 1

(188 pb) (proteina pequefa de choque térmico 17.5).
Pv-sshfwdtc-231 Proteina dé&/itis vinifera. CBI31700.1 3e-19 1

(307 pb) (histona H4).

Tabla 12.-lIdentidad de los EST clasificados eratagoria de desarrollo.

EST Mejor alineamiento con las secuencias depositatléssebases de Valor  Redundancia
(tamafio en pb) datos publicas y su nimero de acceso E 2t 'asgse|_r|‘°teca
Pv-sshfwdtc-57 Proteina desconocida @Gycine max. ACU16492.1 2e-31 1

(594 pb) (dominios parecidos a la proteina Fb15).

7.3.-Perfil de transcripcion de los EST.

El perfil de transcripcion de los EST fue analizado medio de hibridaciones de DNA tipo dot-
blot, donde 1lug de plasmido purificado de cada clona de la geao®SH fue fijado en

membranas Hybond-Ny como sondas se utilizaron los cDNA marcados [oeffP]dCTP



sintetizados a partir de RNA extraido de cada @idwlj teniendo entonces cuatro sondas:
cDNA-Oh, cDNA-1h, cDNA-6h y cDNA-12h. Con el objetie tener suficiente DNA plasmidico
para fijar en las membranas, las clonas de la gea@®@SH fueron cultivadas en medio LB para a
partir de ellas purificar plasmido nuevamente. 8éfipd plasmido de todas las clonas, excepto
de cuatro que no pudieron ser recuperadas en raBd{Bv-sshfwdtc-62, Pv-sshfwdtc-229, Pv-
sshfwdtc-238 y Pv-sshfwdtc-245), por lo que los EBfrespondientes no fueron incluidos en la
hibridacion tipo dot-blot. Las imagenes autoradifigas obtenidas se escanearon y se guardaron
como archivos (*.tif) para ser analizadas densitoga@mente y asignar valores de expresion (en
unidades arbitrarias) a cada EST en los diferérd&mmientos (fig. 14).

Fig. 14.-Hibridacién de DNA tipo dot-blot. En lasembranas se fij6 DNA de los plasmidos purificadeslat clonas de la
genoteca SSH. Al pie de cada membrana se indsanida que se utilizé para hibridar. Los rectangblascos muestran una de
las clonas (Pv-sshfwdtc-21, tubulina) cuyo niveledg@resién cambié en los distintos tratamientos textangulos amarillos
muestran los controles negativos (agua ynessed PCR primers 1 y 2R del kitClontech PCR-Selected cDNA subtraction). El
rectangulo rojo muestra el control positivo (acuam).



A los valores de expresion resultantes se les @ghlc prueba estadistica ANOVA para
determinar si habia diferencias significativas kenieel de expresion; considerando como nivel
de significanciax = 0.05. Los datos sugieren que el nivel de tr@psion de nueve EST cambid
significativamente con respecto al tiempo en querédces fueron expuestas a los FN: Pv-
sshfwdtc-7, Pv-sshfwdtc-8, Pv-sshfwdtc-17 (doliqiifosfo oligosacarido glicosil transferasa),
Pv-sshfwdtc-19 (transportador ABC), Pv-sshfwdtc(®Mbulina), Pv-sshfwdtc-75, Pv-sshfwdtc-
84 (carboxilasa), Pv-sshfwdtc-233 y Pv-sshfwdtc-@adtor elF5) (fig. 15).
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Fig.15.-Niveles de expresion de los EST de la gmaoiSSH (Gréaficas A-D). Los nimeros debajo de cadpo de barras,
representan una nomenclatura abreviada de los fES]. (L3 se refiere al EST Pvsshfwdtc-13). Cordamlaporina (AQ, negro);
expresion antes del tratamiento con FN (0 h, agalim); expresion 1 h después del tratamiento (gisiro); expresion 6 h
después del tratamiento (gris claro); expresioh tigspués del tratamiento (azul claro).



8.-DISCUSION

Los 56 EST incluidos en la genoteca SSH obtenidal gmesente trabajo, codifican proteinas
muy diversas que forman parte de diferentes pregoeslolares. Al haber sido aislados de raices
de P. wulgaris expuestas durante varias horas a FNRdetli purificados, sus productos podrian
jugar un papel importante en el establecimientdadsimbiosis. A continuacion se discute la
posible participacion de las proteinas codificguasestos EST durante los primeros eventos del

proceso simbidtico.

Sobre los EST clasificados en la categoria de mbsafo.

La secuencia del EST Pv-sshfwdtc-13 es similar setaencia de una proteina@emax con
dominiosa/p de barril de respuesta a estrés. No se pudo defspecificamente que tipo de
proteinao/p de barril, sin embargo, proteinas con estos dawmirsuelen tener actividad
enzimatica, unirse a sustratos cargados negatitameparticipar en reacciones metabdlicas
diversas (Wierenga, 2001; Nagamebal., 2002). La expresion de Pv-sshfwdtc-13 parecseano

inducida por los FN.

El EST Pv-sshfwdtc-21 codifica la cadem& de la tubulina. Esta proteina es constituyeste d
los microtubulos, estructuras cilindricas intimateeligadas a la pared celular vegetal, que
participan en el mantenimiento de la forma celuleggulacion del crecimiento polar,
morfogénesis y organizacion de la célula. Los niitrolos estan en constante repolimerizacion,
lo que depende del estado de desarrollo de laacélulle la respuesta de ésta a estimulos
ambientales (Goddaret al., 1994). Se ha reportado que los cambios morfobdgile los pelos
radicales de leguminosas, en respuesta a los FNagweesencia de rizobios compatibles, son
debidos parcialmente a cambios en la estructurbbgienicrotibulos (Sieberegt al., 2005;
Vassilevagt al., 2005). No es de extrafiar que se haya inducidapeesion del EST codificante
de la tubulina después de que las raices se matarolos FN durante 1 h (aunque horas después
la expresion disminuy0), ya que momentaneament @esrecimiento polarizado del pelo, lo
gue provoca que su apice se hinche para postentenmneasumir el crecimiento en una nueva

direccién. La dinamica de los microtubulos puedeuserequisito para redirigir el crecimiento



del apice del pelo, curvarlo y formar el punto diec¢cion por donde entraran los rizobios a la
célula vegetal.

También fueron identificados EST codificantes detginas involucradas en la asimilacion de
nutrientes esenciales o aminoacidos, como Pv-sstd¥dll que codifica a la adenililsulfato
cinasa (APS-cinasa) o Pv-sshfwdtc-51 que codifieasagininosuccinato sintasa. La APS-cinasa
participa en la asimilacién del azufre e indireactate en la formacion de metabolitos sulfatados
secundarios como flavonoides, glucosinolatos yreiskes (Lillig, et al., 2001; Mugfordet al.,
2009). La argininosuccinato sintasa participa ervita de sintesis de arginina, aminoacido
esencial en la sintesis de proteinas y uno de Es abundantes en cotiledones de algunas
leguminosas (Soclum, 2005). Los niveles de expmesié los EST codificantes para estas
proteinas, resultaron ser iguales o menores all migeexpresion en la condicion control
respectiva.

Se aislaron EST que codifican para proteinas ampliée estudiadas y caracterizadas en
nodulos deP. vulgaris como la aspartato aminotransferasa (AAT), la agpaa sintetasa tipo Il

(AS), la AS tipo Il y la lipoxigenasa (LOX). Lasels primeras participan en la asimilacion del
nitrdgeno cuando el ndédulo esta desarrollado y abiam sido reportadas como inducidas

durante las primeras horas de la simbiosis.

La AAT participa en la asimilacion del nitrégenalueido en acido aspartico y asparagina. En
nédulos deP. wulgaris se detecto la presencia de la PvAAT-2 codificastaum solo gene el cual
es expresado principalmente en noédulos con magtesss de amidas que de ureidos (Silvente,
et al., 2003). En cuanto al nivel de expresion de Pisitis-99 que codifica la AAT, se observo
gue es inducido en respuesta a los FN. En etapgsdaaas de la nodulacion, la AAT podria
estar participando en la catalisis y biosintesis agpartato o bien en la conversion de

intermediarios de acidos tricarboxilicos en amimae

La AS cataliza la transferencia del grupo amidaladglutamina al aspartato para generar
glutamato y asparagina (Schubert, 1986).FEwulgaris se han descrito varios gen&S con

diferentes patrones de expresiBNASL, PVAS? y PVAS3 se caracterizaron en la variedad Great



Northern (Osunagt al., 1999, 2001; Parra-Peralbe, al., 2001); mientras queRvASN2 se
caracterizo en la variedad Negro Jamapa encontrgnécse expresa en raices, primordios de
nodulo y sobre todo en nddulos maduros, donde @guhitticipar en la destoxificacion de
amonio o en la regulacion de la produccion de osem amidas (Silventet al., 2008). En este
trabajo se encontré que en las etapas inicialés sienbiosis, el nivel de expresion Pv-sshfwdtc-
61 (codificante de la AS-Il) fue mayor en todasdaadiciones que el nivel de expresion de Pv-
sshfwdtc-63 (codificante de la AS-11l). Para ambasos, el nivel de expresion fue igual o menor
a la condicion control antes del tratamiento canHdl. En las etapas iniciales de la simbiosis,

antes de la formacion de nédulos maduros, la ASia@adrticipar en la sintesis de proteinas.

Las LOX catalizan la adicion de oxigeno moleculac@os grasos poliinsaturados para producir
oxilipinas, compuestos requeridos para las respsielt defensa o estrés (Porta y Rocha-Sosa,
2002). Hay varios reportes de proteinas LOX o adacmn de sus mRNA en nodulos de
leguminosas comy. faba, P. sativum o G. max (Gardner.et al., 1996; Perlicket al., 1996;
Wisnieski, et al., 1999; Hayashigt al., 2008), por lo que podrian participar en el psoce
simbidtico. En nédulos d@. wilgaris se ha reportado la presencia de cinco LOX; la atacion

de las proteinas o de los transcritos, ha sidatéeta principalmente en nédulos en desarrollo y
disminuye conforme el nédulo alcanza la madureztéPp Rocha-Sosa, 2002). De las cinco
LOX, se han caracterizado tres de ellas, PvLOX2,0%b6 y PvLOX6. La transcripcion de
PvLOX2, no parece ser inducida por los FN o la bactgaajue el transcritpredomina tanto en
raices no infectadas como en nodulos; posiblemiengeroteina estd asociada a sitios con
crecimiento activo (Portat al., 1999).PvLOX5 es exclusiva de raices inoculadas y nédudos,
expresion dévLOX5 es consecuencia de la infeccion &dmzobium por lo que podria tener un
papel importante en el proceso simbidtico (PorRogha-Sosa, 2000). PvLOX6 es cloroplastica
y se acumula en hojas que han sido heridas (Rbh, 2008). El EST Pv-sshfwdtc-56 aislado
en este trabajo, codifica para PvLOX4. No se oltsanmento del transcrito en respuesta a los
FN.

Pv-sshfwdtc-84 codifica para la acetil CoA carbasd (ACCasa). En plastidos, la ACCasa
cataliza la primera reaccion de la sintesis@® de los acidos grasos. En citosol, la ACCasa es

necesaria para la elongacion de los acidos grasosadena larga y principalmente, para la



sintesis de flavonoides (Nikolagf al., 2003). Existen varios reportes &n vulgaris o A.
thaliana sobre la acumulacion de la ACCasa citosoélica cogspuesta al ataque por patégenos
(Garcia-Ponce y Rocha-Sosa, 2000; Figueroa-Baldetras., 2006). El nivel de expresion de

Pv-sshfwdtc-84 disminuyo significativamente enHasas siguientes al tratamiento con los FN.

Dado que los FN inducen cambios en los pelos ridica en las células corticales que se
preparan para la infeccion y el desarrollo del priotio de nodulo, era predecible que la
secuencia de algunos EST, aislados por SSH, fuemslbga a la secuencia de proteinas
relacionadas con la remodelaciéon de la pared cehdgetal, como son: la xiloglucano
endotransglucosidasa, la nucleétido ramnosa sinyasa glicoproteina Fb15, esta udltima

clasificada en la categoria de desarrollo y desonds adelante.

La pared celular vegetal estda compuesta por cauloBemicelulosas, pectinas,
ramnogalacturonanos, proteinas estructurales gipas no estructurales. La hemicelulosa mas
abundante es el xiloglucano, que sirve como ergate microfibrillas de celulosa adyacentes.
Durante la deposicion de nuevo material de paegedjldglucano endotransglucosidasa (XET)
cataliza el rompimiento intramolecular de un polionde xiloglucano y transfiere el extremo
potencialmente reductor recién generado a otraneade xiloglucano, manteniendo el espacio
entre microfibrillas y el grosor de la pared, pdremdo la expansion celular (Frgt al., 1992;
Nishitani y Tominaga, 1992). EA. thaliana se ha visto que hay una alta actividad y expresion
de XET en tejidos en crecimiento, como son la zimalongacion de la raiz y la zona de inicio
de los pelos radicales (Vissenbeegal., 2000; Vissenberggt al., 2001). EnL. japonicus se
buscaron genes abundantes en pelos radicales rgiezasi como indicadores en los primeros
eventos de la simbiosis, identificanddj&102 que codifica una XET (Maekawet, al., 2005).

En otro estudio, se reportd que la concentraciocBm&ET1 en plantulas d8. max aumenta en
respuesta a la inoculacion cBnjaponicum (Subramaniargt al., 2009). En otras leguminosas se
ha reportado un incremento en la expresion de ipa#eXET como respuesta a la micorrizacion
(Maldonado-Mendozagt al., 2005). En el presente trabajo, al analizar etlmle expresion de
Pv-sshfwdtc-82 que codifica para la XET, se endogtre su expresion es inducida luego de 1 h
de tratamiento con los FN; 6 h después, el nivebgeesion disminuye y 12 h después, el nivel

de expresion es incluso menor que el nivel de sijmecontrol.



La nucledtido-ramnosa sintasa/epimerasa-reductasicipa en la sintesis de-ramnosa,
componente de los ramnogalacturonanos y de diversesabolitos secundarios como
antocianinas, flavonoides, triterpenos, glicoprwsi vegetales y proteinas arabinogalactanas
(Watt, et al., 2004). EnA. thaliana existen varias nucleétido-ramnosa sintasa/epiraeras
reductasas; interesantemente, AtRHM1 esté invaliacde alguna manera en la formacion de los
pelos radicales, ya que una mutaciom@AERHM1 compensa el fenotipo mutante en la lied

gue se caracteriza por presentar pelos radicalésrniidos, con hinchamiento apical,
bifurcacion o que colapsan (Diet, al., 2006). El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-alé
codifica para esta proteina, disminuye en respuaistimatamiento con los FN. Lo que es
contrastante con los niveles de expresion del E&Tcqdifica para la XET, ya que ambos EST

codifican proteinas participantes en la remodetadila pared celular.

Sobre los EST clasificados en la categoria de necadibn de proteinas.

En este andlisis se identificaron un par de ESTs@Piwdtc-14 y Pv-sshfwdtc-240) codificantes
de componentes del sistema ubiquitina-proteasonsa (B®S), el cual participa en todos los
aspectos fisiologicos de la planta: transducciorai®les, sefializacion hormonal, morfogénesis,
regulacién de la expresion génica, respuestas @icamnambientales, auto reconocimiento,
defensa ante patogenos, entre muchos otros prodesai’S degrada proteinas con errores
biosintéticos, proteinas que no adquieren su cor#@oion nativa o proteinas normales. Puede
actuar de forma constitutiva, modulando rapidameéateoncentracion de una proteina en
respuesta a un aumento en su tasa de sintesisan detforma regulada, en respuesta a una sefial
fisiologica (Zeng,et al., 2006; Vierstra, 2009). Se ha reportado que €6 PAarticipa en la
degradacion de las ciclinas, proteinas responsdblés progresion del ciclo celular, reactivando
la divisién de las células corticales de la raimgarmar el primordio de nodulo luego de la
percepcion de los FN (Kondorost, al., 2005). La expresion de Pv-sshfwdtc-14, que aalif
para la subunidafl, aumenté 1 h y 12 h depués de la percepcion dé&Npsmientras que la
expresion de Pv-sshfwdtc-240, que codifica paraulaunidad RPN1, fue menor después del
tratamiento con los FN. Aunque ambas subunidadescemponentes del proteasoma, se
observaron niveles de expresion muy diferenteseelos EST que las codifican, siendo la

expresion del EST codificante para RPN1 tres vewggr que la expresion del EST codificante



de la subunidag. Ademas de la reactivacion del ciclo celular, g&itl establecer algin otro
papel primordial del UPS en las primeras horasadsirhbiosis, debido a la gran cantidad de

procesos en los que participa.

En esta categoria fueron clasificados tres ESTficadies de proteinas de membrana, como son
la doliquil difosfooligosacérido transferasa, ldbsnoidad z del complejo COP1 y una proteina
con dedos de zinc tipo DHHC. La doliquil difosfamisacarido transferasa esta localizada en las
caras citoplasmica y luminal de la membrana détulkt endoplasmico rugoso; transfiere el
polisacéarido glucosil-manosil-glucosamina presemi¢as cadenas laterales de las glicoproteinas,
a un residuo asparagina en la secuencia Asn-XaaS&sn-Xaa-Thr de los polipéptidos
nacientes. La glicosilacion de la asparagina es mwodificacion comdn en proteinas de
membrana y de la via secretora, provee una martecatar que puede promover el plegamiento,
la maduracion y el control de calidad de una cagemidica (Kelleher y Gilmore, 2006). La
expresion de Pv-sshfwdtc-17, codificante de la qudlli difosfooligosacarido transferasa, fue
similar antes del tratamiento con los FN y 1 h déspdel tratamiento, disminuyendo después de

6 h de exposicion a los FN.

COPI participa en el trafico de membrana incluyetrdasporte del reticulo endoplasmico (RE)
a Golgi, transporte dentro de Golgi, transporteGadgi al RE y transporte a traves de la via
endocitica (Hsu y Yang, 2009). En plantas existéittiptes genes que codifican para proteinas
CORPI, por lo cual existen distintas clases de wsccubiertas por COPI (Hwang y Robinson,
2009). EnP. sativum se encontrd altamente representada una proteirtamelejo COPI en la
membrana peribacteroidal, lo que en estados avaszaé la nodulacion demuestra la
participacion de endomembranas en la formaciérsiebiosoma (Saalbaclet al., 2002). La
formacién de vesiculas resulta esencial para dkdrade proteinas, pero se desconoce la
participacion especifica que COPI pueda tener casoltado de la interaccidén planta-bacteria.
No se presentan datos sobre los niveles de exprefo Pv-sshfwdtc-62, codificante de
subunidad de COP1, ya que no se pudo crecer nuat@amda clona de la genoteca SSH que

contenia este EST.



Las proteinas con el dominio DHHC tienen actividadl transferasa, actian sobre otras
proteinas modificando la cadena lateral de cisteifiarmando un palmitoil tioéster. La
palmitoilacion ademas de permitir a las proteinaslaase a la membrana, es un proceso
involucrado en el trafico de proteinas, herenci@amgnelos y fusion de vesiculas (Mitchetl,
al., 2006). EnA. thaliana, mutantes efilP1 (gene que codifica una proteina con dominio DHHC
y posiblemente con actividad acil transferasa) g diversas alteraciones. Los pelos
radicales son anchos, cortos, frecuentemente @dds y pueden emerger varios pelos de un
mismo sitio de inicio; ademas estan afectadas egefaninacion y el crecimiento del tubo
polinico, asi como en el tamafio de las células éepidas del tallo; de modo que la
palmitoilacion es importante en la regulacion daconiento (Hemsleyet al., 2005). En las
horas siguientes al tratamiento con los FN, la &sipn de Pv-sshfwdtc-60 que codifica una

proteina con dominio DHHC, fue igual o mas baja guies del tratamiento.

Se identificaron un par de EST (Pv-sshfwdtc-45 ysBwfwdtc-217) que codifican proteinas con
dominios similares a Ser/Thr cinasas (STK). Las SEKonocen a otras proteinas y las
fosforilan en sitios especificos para activar oadégar su actividad, regular su capacidad de
interaccion con otras moléculas o amplificar unfak@enerada ante un estimulo (Hanks y
Hunter, 1995; Champiorgt al., 2004). Diversas STK como los RLK (receptores tmasa) o
las CaMK (cinasas cuya actividad es regulada péf £aalmodulina) han sido descritas como
participantes indispensables de los primeros egetdola nodulacion. Las cinasas codificadas
por los EST que aislamos estarian asociadas aosveidplasmicos de sefalizacion, en estas
primeras horas posteriores a la percepcion deNosAFcomparar el nivel de expresion de cada
uno de los EST que codifican para las STK, se ohsgne Pv-sshfwdtc-217 se expresa mucho
mas que Pv-sshfwdtc-45 en todas las condicionesgesibargo, en ambos casos, no hubo

induccién de la expresion por efecto de los FN.

Otras proteinas que, como las STK, también fornsatepe vias de sefalizacion, son la prolil
oligopeptidasa (POP) y la proteina fosfatasa 2Q{JPLas proteinas de la familia POP son
endopeptidasas que no pueden hidrolizar péptidecgutengan mas de 30 residuos, por lo que
se piensa que son importantes en la sefalizaciolaicesn las plantas participan en el desarrollo

general y en respuestas de defensa (Polgar, 2B02as leguminosaS. max y P. sativum hay



s6lo una POP y eNl. truncatula hay dos POP, pero se conoce muy poco sobre ladactide
estas proteinas (Rawlings,al., 2008). El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-tjié codifica a

POP, disminuyo después del tratamiento con los FN.

Las PP2C son un tipo de serina/treonina fosfatgaasregulan muchos procesos celulares a
través de la fosforilacion y desfosforilacion detpfnas. ErL. japonicus se reporté que la
expresion dé.jNPP2C1 aumenta siginificativamente en etapas tardiag a®dlulacion, cuando

la planta ya ha desarrollado nédulos maduros; &m&e encontré que en mutantes afectadas en
loci relacionados con la simbiosis, la expresioresie gene se altera, lo que sugiere que podria
estar participando tanto en estados tardios comaestados tempranos de la nodulacion
(Kapranov,et al., 1999). EnG. max se reportd la presencia de las fosfatasas KAPRABP2

las cuales podrian estar regulando negativamenteceaptor cinasa NARK, una vez que se ha
inducido la division celular para formar el nod(@i\diyahara,et al., 2008). No presentamos datos
sobre el perfil de expresion de Pv-sshfwdtc-228,T Eodificante de la PP2C.

Sobre los EST clasificados en la categoria de cumdesconocida

En esta categoria estan clasificados: Pv-sshfwdtcR¥-sshfwdtc-29, Pv-sshfwdtc-38, Pv-
sshfwdtc-59, Pv-sshfwdtc-102, Pv-sshfwdtc-106, $hisdtc-233 y Pv-sshfwdtc-246. La
secuecia de estos EST es similar a la secuengiaotiEinas con funcion desconocida anotadas
para especies con®. max y Ricinus communis. No fueron identificados posibles dominios que
permitieran saber los tipos de proteinas codifisguta estos EST. El nivel de expresion de Pv-
sshfwdtc-07, Pv-sshfwdtc-29 y Pv-sshfwdtc-106 aungomor efecto de los FN. Para Pv-
sshfwdtc-38, Pv-sshfwdtc-59 y Pv-sshfwdtc-102,ietinde expresion fue igual o menor al nivel
de expresion en la condicion sin tratamiento. Lpresion de Pv-sshfwdtc-233 y Pv-sshfwdtc-
246 no fue inducida por los FN, incluso disminuythedida que el tratamiento con los FN fue

prolongado.



Sobre los EST clasificados en la categoria de cumico determinada

En esta categoria se agruparon los EST: Pv-sshfi@jtdPv-sshfwdtc-04, Pv-sshfwdtc-08, Pv-
sshfwdtc-32, Pv-sshfwdtc-75, Pv-sshfwdtc-219 y Bhvhsdtc-224. Las secuencias de estos EST
no fueron homologas a las secuencias de proteiepssiladas en las bases de datos; sin
embargo, si fueron homdlogas a secuencias de ESBdas pard®. vulgaris, G. max y M.
truncatula. El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-02 aumeritcdéspués del tratamiento con los
FN, pero después disminuyd. El nivel de expres@id-sshfwdtc-04 bajo después de la adicion
de los FN; mientras que para el resto de los ES@stiegrupo, el nivel de expresion fue igual o
menor al nivel de expresion en la condicion sitatraento.

Sobre los EST clasificados en la categoria de tcdn.

En la genoteca SSH estan incluidos dos EST distifte-sshfwdtc-96 y Pv-sshfwdtc-234) que
codifican al factor de inicio de la traduccion 58K5A); que en plantas, es codificado por una
familia multigénica. elF5A puede estar en formactiva o activa; en la primera, participa en la
sintesis de ciertas proteinas y en la segunddjtdata translocacion selectiva de mRNA
especificos del nacleo hacia el citosol (ZanelWalentini, 2007). EnA. thaliana existen tres
isoformas con perfiles de expresion distintatel F5A-2 participa en la induccion de la muerte
celular programada (MCP) luego de la invasion Réeudomonas syringae. La supresion
constitutiva de este factor produce un aumentoaeresistencia a la MCP, ya que no hay
colonizacién del patdgeno ni desarrollo de losositets de defensa. La sobreexpresion, de este
factor, provoca una MPC precoz (Hopkiesal., 2008). El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-
96 resulté ser igual o0 menor a la condicion contkal expresion de Pv-sshfwdtc-234 parece

aumentar 1 y 12 h después del tratamiento conNos F

Pv-sshfwdtc-223 codifica para Nop56, proteina astzcia ribonucleoproteinas las cuales llevan
a cabo la metilacion y pseudouridilacion secuessigecifica del rRNA, asi como el
procesamiento del pre-rRNA (Reichostal., 2007). El nivel de expresion del EST que codific
esta proteina disminuy6 después del tratamientdosoRN.



También se encontraron un par de EST (Pv-sshiwgiicyZPv-sshfwdtc-245) que codifican para
las proteinas ribosomales S25 y L32. Aunque se gabda funcion principal de las proteinas
ribosomales es estabilizar estructuralmente alsdbw, algunas de estas tienen actividades
extraribosomales: reparacion del DNA, modificacd®l DNA, regulacion de la transcripcion,
crecimiento celular y apoptosis. Esaccharomyces cerevisiae, RPL32 interactla con tres
moléculas distintas de RNA y participa por lo meandres eventos distintos, procesamiento de
pre-mRNA en el nucledlo, procesamiento del tratsaeRPL32 en el nucleo y traduccion del
transcrito deRPL32 ya procesado en el citoplasma (Vilardell y Ward€97). Se cree que en
células de mamiferBPS25 podria estar involucrado en la senescencia, auadueno se sabe
cuales serian las implicaciones (Lavery y Goyn§220El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-
237, disminuyo luego del tratamiento con los FNnigkl de expresion de Pv-sshfwdtc-245 no
fue cuantificado.

Sobre los EST clasificados en la categoria de poaies

Las proteinas ABC estan integradas a la membramergimente participan en la importacion o
exportacion de un amplio espectro de moléculagjuialgunas pueden regular a otras proteinas
(Theodoulou, 2000; Verriegt al., 2008). Las proteinas ABC son importantes emtieraccion
leguminosa-rizobio, desde los eventos iniciales c@hmintercambio de sefiales, hasta eventos
posteriores como la asimilacion de nutrientesGEmax, la secrecion de genisteina a la rizésfera
esta dada por un transportador ABC de raizL Eaponicus se identificaron 91 proteinas ABC
mediante un analisi® silico y por andlisis de RT-PCR se encontrd que la ekprete algunos
genesABC es organo especifica e inducible en raices indaslaonM. loti (Sugiyamasgt al.,
2007, 2008). ErM. truncatula se identificaron 19 transportadores MtABCG; algumie los
transcritos que los codifican presentan un pateaaimulacion especifico en nédulos o zonas
particulares de la raiz luego de la infeccion Someliloti (Jasinskigt al. 2009). Los resultados
en el presente analisis, sobre la expresion deslfwdtc-19 que codifica un transportador ABC,
muestran que su expresion aumento luego de 1 trat@iniento con los FN; lo que sugiere la

participacion del transportador en las etapas tengx de la simbiosis.



Se aislo un EST (Pv-sshfwdtc-105) codificante da leghemoglobina no simbidtica (nsHb). En
general, las hemoglobinas participan en el transppercepcion y destoxificacion de ® NO,

asi como en la transferencia electronica; sin egthas probable que las nsHb no participen en
el transporte de ©£debido a su alta afinidad por el oxigeno y su t@orie de disociacion baja
para este gas (Garrocho-Villegasal., 2007; Hoy y Hargrove, 2008). Enjaponicus, los genes
LjHB1 y LjHB2 (que codifican para dos nsHb) se expresan ensvarganos, pero su expresion
aumenta transitoriamente en nédulos. La expresdijHbl aumenta en condiciones de hipoxia,
donde hay acumulacién de NO; posiblemente LjHB#& astuando para reducir el nivel de NO
luego de la interaccidn de la planta con la baxtg@bortar la respuesta de defensa (Shinebda,
al., 2005). El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-&08ificante de la nsHb, fue el mismo en la

condicion control que durante los distintos tiemgedratamiento con los FN.

El canal mitocondrial anionico dependiente de yel(& DAC) es la proteina mas abundante en
la membrana mitocondrial externa de las plantasteesus posibles interactores se han
encontrado enzimas glicoliticas y tRNA (Kusaaioal., 2009). EnM. truncatula y G. max hay
cinco isoformas VDAC cuyo patron de expresion aetitb segun el érgano vegetal o el estado
de desarrollo de la planta, su expresion tambiére sfectada por estimulos bidticos o abidticos.
En L. japonicus también hay cinco isoformas VDAC, la expresionategenes que las codifican
es constitutiva en todos los 6rganos de la plamta ge afecta por la inoculacion dgnloti; en
nédulos maduros, ademas de localizarse en lasonioi@s, los VDAC se localizan en pequefias
y numerosas vesiculas situadas en la periferimasledlulas (Wandrewt al., 2004). En este
trabajo,la expresion de Pv-sshfwdtc-208 que codifica pabeA® disminuy6 por efecto de los
FN.

Fue identificado un EST (Pv-sshfwdtc-212) codifieanle un translocador ADP/ATP. Estas
proteinas se localizan en diferentes compartimerghgares. En mitocondrias, intercambian el
ATP sintetizado en la matriz mitocondrial por ADRosolico (Haferkampgt al., 2002). En
cloroplastos, importan ATP para las reaccionesunnas anabolicas y en los plastidos no verdes,
proveen el ATP requerido para la sintesis de almjdacidos grasos (Kleppinger-Sparagtel .,
1992; Reisergt al., 2004). En el reticulo endoplasmico, importarAgP requerido para la

actividad de chaperonas, la glicosilacion, la fakfoion de proteinas, el transporte de proteinas



entre el reticulo endopldsmico y Golgi, etc. (Léroat al., 2008). Aunque los translocadores
ADP/ATP distribuyen la energia requerida para efalmaismo primario de la célula, también
participan indirectamente en otros procesos celsjacomo la respuesta de defensa ante
patdégenos. En plantas transgénicasSalanum tuberosum donde la actividad del translocador
AATP1(st) de plastidoses disminuida por umATPL(st) antisentido, se encontrd6 que en
presencia del patdgerierwinia carotovora o elicitores fungicos, aumenta la acumulacién del
transcrito de genes de defensa (quitinasa, gluaamas.) y aumenta también la liberacién de
H.,O, en el apoplasto. Los autores sugieren que al dismia actividad del translocador hay
acumulacién de ATP citosolico facilmente disponipa iniciar una cascada de sefializacion
dirigida a la respuesta de defensa (Lir&kel., 2002). El nivel de expresion de Pv-sshfwdtc-212

fue semejante entre los distintos tratamientos.

Sobre los EST clasificados en la categoria de dragtson.

Se encontré que Pv-sshfwdtc-05 codifica a la swdadchi del factor de transcripcion TFIIE.
TFIIE es un heterodimero que contiene a las subde&l TFIIEe y TFIIE-B. La subunidady
tiene varios dominios funcionales principalmentdaeregionN-terminal que son indispensables
para la transcripcién basal, el crecimiento celylda interaccién de esta subunidad con la
subunidad3, con Pol Il y con otros factores de transcripdibtartinez, 2002; Di Lellogt al.,
2008). Se encontrd que el nivel de expresion dedhfiwdtc-05 aumentd 1y 12 h después de la
aplicacion de los FN. Este factor de transcrip@otuia como parte de la maquinaria basal de las

células, no hay reportes sobre una posible regulatiferencial.

El EST Pv-sshfwdtc-86 de la genoteca SSH, codifita proteina con dedos de zinc tipo C2H2
(ZF-C2H2). Estas proteinas regulan la expresioricgéa través de la remodelacion de la
cromatina e interactian con DNA, RNA vy proteinas.géneral, participan en el desarrollo y en
la respuesta a estrés o patdégenos (Ciftci-YilmaMigtler, 2008). En M. truncatula fue
identificada una ZF-C2H2 que no habia sido previgmereportada como inducida por
nodulacion; en dicho estudio se construyeron vaymtecas SSH, una de las cuales se hizo a
partir de RNA obtenido de raices de plantas inatadaconS. meliloti. La proteina ZF-C2H2

encontrada fue identificada como homéloga a lagpmat ID1 planta-especifica que participa en



desarrollo. La induccion de esta proteina fue 7€esemayor en ndédulos (4 dpi) y 58 veces
mayor en raices noduladas (7 dpi) comparada comalass control, lo que sugiere que este
regulador transcripcional podria estar participaedda formacion del nédulo y en el proceso de
infeccidn (Godiardet al., 2007). A diferencia de lo que sucedéveriruncatula, se encontrd que

la expresién del EST Pv-sshfwdtc-86 que codificaapa ZF-C2H2, es igual en raices sin tratar

con los FN que en raices tratadas con los FN deidistiintos tiempos.

Pv-sshfwdtc-108 es codificante de una RNA helicks$a familia DEAD-box. Las helicasas de
la familia DEAD-box participan en el inicio de latuccion, el rearreglo estructural del RNA y
de la ribonucleoproteina, la separacion del RNA dible cadena, el apareamiento
complementario del RNA, el intercambio de la caddeaRNA y en el desplazamiento de
proteinas en el RNA (Linder y Owttrim, 2009). Bn thaliana existen DEAD-box helicasas
codificadas por mas de 100 genes, algunos sonsadwoe de forma tejido-especifica, otros se
expresan constitutivamente y otros aumentan suesijr en respuesta a algun tipo de estrés
(Mingam, et al., 2004). ErO. sativa se identificd por la técnica de SSH una clonaliEA que
codifica para la RNA helicasa OsBIRH1, inducida faoinoculacion con el hongdagnaporthe
grisea. La expresion d®sBIRH1 es activada por la infeccion por patégenos y ptatamiento

con moléculas sefal relacionadas con la resisteneidermedades. La sobreexpresion ectopica
de este gene en plantas transgénicaA. dealiana aumenta la expresion de genes relacionados
con defensaRR-1, PR-2 y PR-5) y aumenta la resistencia a estrés oxidativo rdugir la
expresion de peroxidasas), esta helicasa funcioma win regulador positivo en la respuesta de
defensa contra estrés biodtico y estrés abioticoe{lal., 2008). Se encontrd que la expresion de
Pv-sshfwdtc-108 se indujo por efecto de los FN.nkkkl de expresion fue en aumento de
acuerdo con el tiempo que las raices estuvieromestas a los FN, presentando la mayor
expresion en las raices expuestas a los FN dui2nte Este es uno de los pocos EST, cuya
expresion fue claramente inducida. Esta RNA haligasdria tener un papel importante en las

primeras horas de la interaccion simbiética.

La proteina RAMP4 esta asociada al poro de traasién cotraduccional en la membrana del
reticulo endoplasmico (RE). En células de mamif&AMP4 ayuda a que los polipéptidos

salgan pausadamente a través del poro de tran€locgmara que puedan ser glicosilados



eficientemente (Schrodeef al., 1999). Cuando las células son expuestas a ¢ondg que
provocan la acumulacion de proteinas no plegadasl &E, hay induccion de chaperonas y
proteinas de la maquinaria de translocacion, coMP4, cuya sobreexpresion estabiliza y
facilita la glicosilacion de proteinas de membrdogante y después de la condicion de estrés
(Yamaguchi, et al., 1999). No se presentan datos sobre la expredgorPv-sshfwdtc-238
codificante de RAMPA4.

Sobre los EST clasificados en la categoria de aeoar del estado redox.

Los citocromos P450 (CYP) participan en la Oxidduerion de numerosos compuestos
endogenos y exdégenos. En plantas, participan emgramacantidad de vias metabdlicas: sintesis
y metabolismo de fenilpropanoides y terpenoideggsis de los acidos abscicico y jasmonico,
catabolismo del &cido giberélico, sintesis de algumminoacidos, sintesis de esteroles,
metabolismo de carbohidratos de pared celular, boksano de almidon y sacarosa, sintesis de
clorofila y son componentes importantes de fotesisis (Bolwell,et al., 1994; Cytochrome
P450 Website, http://drnelson.utmem.edu). En labgisis Phaseolus-Rhizobium, la citocromo
P450 isoflavona sintasa es importante en la gelderde naringenina, principal quimioatrayente
de los rizobios e inductora de los genes bactesimod (Jung, et al., 2000). El nivel de
expresion de Pv-sshfwdtc-22, codificante de un W@ jgual o menor en todas las condiciones

de tratamiento.

Pv-sshfwdtc-35 es codificante de upaamirina soforadiol hidroxilasa; esta enzima hidliax
triterpenos comd@-amirina y soforadiol, lo que resulta en la forndacte precursores del &cido
oleandlico y del soyasapogenol. Estos compuestosriuna gran variedad de funciones ya que
son constituyentes de membrana, precursores deohasnalelopaticos, antimicrobianos y en
general estan involucrados de distintas manerasgl efesarrollo de la plantas. max, M.
truncatula, P. sativumy las leguminosas en general, producen la maywedad de triterpenos y
aungue son acumulados principalmente en raiceseentran en todos los tejidos de la planta
(Shibuya,et al., 2006; Vinckeret al., 2007). El nivel de expresion del EST codificadéeesta

enzima fue igual o menor a la expresion en la cadlicontrol.



Otro EST relacionado con la regulacion del estadiox fue Pv-sshfwdtc-37, que codifica a la
aldehido deshidrogenasa (ALDH). Los aldehidos suarmediarios en el metabolismo de
lipidos, carbohidratos, aminoacidos, proteinas terasles; pueden resultar téxicos para las
células si se acumulan en cantidad excesiva. Unasdprincipales vias de destoxificacion de
aldehidos, es la oxidacion de sus grupos carbaml@cidos carboxilicos por la ALDH. Las
ALDH2C son una familia de proteinas que puedemstrcondriales o citosolicas (Kirchkt al.,
2004); enA. thaliana se caracteriz6 una ALDH2C4 citosolica que oxidataldehido y
glicolaldehido para generar compuestos esterifcadi® pared celular (Naigt al., 2004).
También se han encontrado ort6logdd.®H2C4 enO. sativa como:OsALDH2-1, OsALDH2-2

y OsALDH2-3 los cuales se expresan principalmente en raices¢8, pero se desconoce el
proceso especifico en el que estan participando (Glan, 2009). En el presente trabajo, la
expresion del transcrito dd_DHC2 no fue inducida por los FN, ya que no hubo difei@nen

los niveles de expresion durante los distintos piesrdel tratamiento.

Sobre los EST clasificados en la categoria de dafen

Las proteinas relacionadas a patogénesis (PRPpsiican en 17 familias y son inducibles
luego de la infeccion por patdgenos, ataque detiosgtratamiento con acido jasmonico, etileno
0 acido salicilico, ademas de estar involucradagesarrollo. Sus funciones son diversas, las hay
con actividad de proteasa, peroxidasa, quitinagajasa, glucanasa, ribonucleasa, etc; sin
embargo, se desconoce la funcion de los miembrdes @enilia PR-1 que es la mas abundante.
En A. thaliana existen 22 genes que codifican proteinas PR-Db g&o uno es inducible por
patogénesis (van Lood al., 2006). EnO. sativa se han reportado 39 genes que codifican
proteinas PR-1, doce de ellos son inducibles ptfgeaos, o que contrasta con lo reportado
paraA. thaliana (Mitsuharaet al., 2008). ErM. truncatula se identificé una clona de cDNA cuya
secuencia es homoéloga a una PR-1, la clona sed&islé banco de cDNA construido a partir de
raices expuestas durante 24 R.aneliloti; aunque el transcrito no es exclusivo de raices, s
encontro que el nivel de expresion aumenta engegtno luego de la exposicion de la planta a
la bacteria (Szybiak-Strozycke, al., 1995). A diferencia de lo reportado paatruncatula, el
perfil de expresion de Pv-sshfwdtc-43, codificasheela PR-1, fue igual en todas las condiciones

de tratamiento.



Pv-sshfwdtc-67, uno de los EST de la genoteca 86#ifica para una proteina tipo SOBERL1.
Esta proteina es undp hidrolasa con actividad fosfolipasa y carboxilesta con especificidad
por un amplio rango de sustratos. En una lineamteideA. thaliana se identificO una mutacion
gue ocasiona la pérdida de funcion ¥BBER1, como resultado de la mutacion, esta linea es
resistente al patdgentanthomonas campestris; en estas plantas se acumula acido fosfatidico, el
cual podria actuar como segundo mensajero en @ssdadsefializacion de respuesta a estrés y a
patdégenos (Cunnaet al., 2007). En plantas que sobreexpresan SOBER1yadumnulacion de
acido fosfatidico ni se induce la respuesta hipsibée, por o que el acido fosfatidico o alguno
de sus precursores podrian ser los sustratos dEBDKirik y Mudgett, 2009). La expresion
del EST codificante para la proteina tipo SOBERI fgual en todas las condiciones de

tratamiento.
El encontrar EST codificantes de proteinas de dafes coherente con el hecho de que al inicio
del proceso de nodulacion, la planta respondeainignte como si percibiera a un agente

patdgeno y no a un simbionte benéfico.

Sobre los EST clasificados en la categoria de estaw estimulos.

Las proteinas pequefias de choque térmico (sHseh@eentran en citosol, plastidos, reticulo
endoplasmico y mitocondrias; no necesariamente ést@lucradas con la termotolerancia, ya
gue la transcripcion de algunos de los genes aueddifican puede ser inducida en distintas
condiciones de estrés o en un estado de desaesgkxifico de la planta (Sust,al., 2002). Las
sHsp se unen a proteinas parcialmente desnatuladizareviniendo su agregacion, para que
puedan plegarse nuevamente cuando el estrés h#@nddon se unen con elementos del
citoesqueleto regulando su organizacién espaciabey unen a lipidos de membrana
protegiéndolos de la oxidacion. También se ha sinteractian con DNA de cadena sencilla,
DNA de doble cadena y con el mRNA, aunque no se sala interaccion es directa o indirecta
(Sun y MacRae, 2005). El perfil de transcripcionRdesshfwdtc-98 codificante de la sHsp fue

igual en todas las condiciones de tratamiento.



El DNA dentro del nucleo de las células eucariopttéa empaquetado junto con histonas y otras
proteinas formando la cromatina; esta organizadidluye en el control transcripcional,
replicacion, reparacion y recombinacion. Ademasladénformacion contenida dentro de la
secuencia de ADN, existen modificaciones que revaitel c6digo genético y que enriquecen su
informacién como es la modificacion en los extreiNeerminales de las histonas y la presencia
de variantes de histonas en ciertas regiones geaéniia histona H4 esta muy conservada y su
extremo N-terminal, accesible fuera del complejolensomal, posee residuos susceptibles de
modificacion (Sanchezt al., 2008). En un estudio en raices de leguminoshsesal ciclo
celular durante los distintos estados de la nothiase analizo la expresion #& (y otros
genes considerados como marcadores molecularesdidion celular). En plantas inoculadas
conRhizobium o FN purificados, se induce la expresiornHieen las células corticales de la raiz
gue estan en estad@/G; y que luego son reactivadas por efecto de losTalbién se encontro
gueH4 se expresa en ceélulas corticales que se prepararfggmar el hilo de infeccion y cuyo
ciclo celular no progresa a mitosis durante la texdan (Yang,et al., 1994). Los datos en el
presente analisis concuerdan con lo obtenido pag¥aal (1994), ya que el nivel de expresion
de Pv-sshfwdtc-231, codificante de H4, aumenta anrhices dé. vulgaris después del
tratamiento con los FN; lo que efectivamente indec@articipacion de la H4 en las primeras
horas del establecimiento de la simbiosis, cuawdoHAN inducen la division de las células

corticales.

Sobre el EST clasificado en la categoria de ddgarro

Fb15 es una proteina rica en prolina de la supdiéade proteinas con arabinogalactano (AGP).
Fue identificada por primera vez éBossypium hirsutum (algodén), donde participa en el
depodsito de pared celular secundaria en la eloagate las fibras desarrolladas a partir de la
epidermis del 6vulo (John y Keller, 1995). En gehelas AGP son glicoproteinas vegetales
asociadas a la membrana o presentes en la matrécexlar; participan en diversos procesos,
como: divisién celular, muerte celular programadigsarrollo embrionario, crecimiento,
sefializacién e interaccion con patdégenos y simbeo(Beifert y Roberts, 2007). En leguminosas,
las proteinas ENOD5, ENOD16, ENOD20 y MtN12, tambigonocidas como nodulinas

tempranas, son codificadas por genes inducidosntiuia infeccion con rizobios; todas son



glicoproteinas ricas en prolina con motivos AGPropsu funcion especifica no ha sido

establecida claramente durante el proceso simbigBcewin, 2004). El nivel de expresion de

Pv-sshfwdtc-57 que codifica a Fb15, no cambié endistintos tratamientos. Fb15 podria ser
parte de la maquinaria de remodelaciéon de la pastdlar vegetal ya que en las etapas
tempranas de la nodulacion hay induccién de lssidinide las células corticales por efecto de
los FN.

Al analizar el perfil de expresion de los EST degésmoteca SSH, en la mayoria de ellos no se
observan diferencias significativas de expresidiamhe las distintas horas de tratamiento con los
FN; posiblemente esto se deba mas al método usadoepte proposito (hibridacion de DNA

tipo dot-blot) que al hecho de que realmente ngtamicambios en los niveles de expresion.
Como se ha explicado en secciones anteriores,tablesimiento de la nodulacion implica

cambios dindmicos en la maquinaria de transcripd®mas células corticales de la raiz que se
preparan para la infeccion. Estan descritos canflaiméogicos que tienen lugar en estas células
vegetales, incluso segundos después de la peroegeitos FN. Los resultados aqui obtenidos
proporcionan un estimado de los niveles de tragpsion; para obtener una cuantificacion precisa
tendran que utilizarse técnicas con mayor serd#allicomo son el Northern o la PCR en tiempo

real.

La abundancia y la clasificacion funcional de I&TENcluidos en la genoteca SSH no dista
mucho de lo reportado por Meschidial. (2008), en donde se analizaron transcritos eadoss

en estados tempranos de la simbiosis datrallgaris y dos cepas dR. etli provenientes de
diferentes regiones del continente americano, tdim ele identificar genes involucrados en el
establecimiento simbidtico preferencial entre @ant bacterias de la misma regién geografica.
Los autores encontraron que 41 EST se expresaremifalmente en los pelos radicalesRle
vulgaris 24 h postinoculacion, el 95% de los EST tiene Igudi con secuencias de proteinas
depositadas en las bases de datos y el 5% restadifica para proteinas con funcion
desconocida. En el presente trabajo se encontrélgi&2 de los EST es similar a la secuencia
de proteinas reportadas, el 14% es similar en sezua proteinas con funcién desconocida y el
13% no tuvo similitud con otras secuencias progembascritas pero si con EST reportados en

leguminosas, los cuales podrian representar geinesna descritos en las bases de datos.



Algunos de los EST aqui identificados como codifiea de las proteinas lipoxigenasa, S/T
cinasas, asparagina sintetasa, aldehido deshid®menproteinas ribosomales, también estan

entre los EST reportados por Meschaial (2008).

En un estudio similar, Lohagt al. (2006) analizaron el perfil de transcripcién denes
expresados en raices #i& truncatula durante 72 h postinoculacién (hpi) con r8eliloti;
encontrando que 1 hpi se induce la expresion desggne codifican proteinas relacionadas con
respuestas de defensa, enfermedad, estrés, citgéoesis, pared celular y de union a calcio y
gue entre 6 y 12 hpi se induce la expresion desggue codifican proteinas participantes en la
biosintesis de flavonoides, estructura del citoekga, pared celular, peroxidasas y ciclo celular.
La clasificaciéon funcional de los EST identificadars el presente trabajo es concordante con lo
reportado por Loharmt al. (2006), ademas, se encontrd0 que en frijol seesgor varios EST
codificantes de proteinas que participan en viassefelizacion, transcripcion, traduccion,

modificacion de proteinas y transporte.



9.-CONCLUSION

El analisis de las secuencias obtenidas de la geam&SH permitié reconocer 56 EST, los cuales
representan genes que codifican proteinas consdiwvéunciones durante las primeras horas del
establecimiento de la simbiosis. La secuencia dealgoria de los EST reportados en este trabajo
es homéloga a la secuencia de proteinas que hancardcterizadas previamente por otros
autores; sin embargo, en algunos reportes, el plgpdiichas proteinas no ha sido estudiado en el
contexto de la relacion simbidtica leguminosa-riaoblfambién encontramos EST anotados
como de funcion desconocida y otros EST cuya se@eo fue identificada a nivel de proteina

pero que han sido reportados como EST de legungnosa

La informacion obtenida en este trabajo es valipgaque se identificaron algunos EST
expresados diferencialmente en las 12 h siguieiteatamiento con los FN especificos, lo que
nos permite saber qué tipo de genes son inducideprimidos transcripcionalmente en las

raices de la planta durante los eventos tempramtassrtbdulacion.

Perspectivas:
La funcion de algunos de los genes correspondieatéss EST aqui identificados, sera
determinada mediante genética reversa (silenciamigo sobreexpresion) para asi definir su

participacion en las etapas iniciales de la int@éacfrijol-rizobio.
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APENDICE
Mapa del pCR2.1-TOPO

Se muestran las caracteristicas del GARTOPOYy la secuencia que rodea al sitio de clonacién
TOPO. Los sitios de restriccion estan marcados ipdiear el sitio de corte. La flecha indica el
inicio de la transcripcion para la polimerasa T7.

lacZa ATG .

M13 Reverse Primer | Hind Il Konl  Sac| Bkl Spel
CAG GAA ACA GCT ATG AC[L ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGE TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BsiX | Ecv.liRI EC‘URl
GCC CTT PG GGC GAR TTC TGC
0EG CATNMMMAMMASR TTC CCC CTT ARG ACG

GAK TTC
ECTR s Eslb( | N?{I XTDI Nsi'll)l(bﬂ | Aplal
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC RAT TCG
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC

AGT GTG CTG

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAL AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA CRA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZo fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Tomada del manual para usuarios: TOPO TA CId?lMgsién U, 10/abril/2008nvitrogen, USA.



Oligonucleotidos utilizados.

Para PCR en colonia:

M13forward (5-3)

GTAAAACGACGGCCAG

M13reverse (5'-3")

CAGGAAACAGCTATGAC

Secuencia y tamafo de los EST.

Pv-sshfwdtc-02 (198 pb).

ACGCGGGGAC TTGITGAATT GCAATCCTCT
AACCATGICT CTCCCCTATC CCTCTCACCT
CCGTCTCAAT CGAACCTCCC TTTCTGGGTT

Pv-sshfwdtc-04 (393 pb).

ACGCGCEEEEC ATCAGTGAGT GGAAGCAGCT
TTCCTTAGCT ATAGTGAGCT TCATGGCACA
TTGTGTTATT GACAGCATCA AGGAAGAACA
TGGCACACCA CCAATAAGGA GGGTGCTAGT
TGAGACACCA CCGACTAAAG CGTAGTITTCT

Pv-sshfwdtc-05 (685 pb).

ACCTAACCAC ATCATATATC TGTGCATAAT
TTTCCAGTCA GITGAACATC AACTGTAGCA
TTCTCGAGTA ATGATCTTCT CCTCTTCGAA
CCAAATCCTC TTCTCTGACC CATTGICGCC
CCCGATTTGG GITGATTCTC TCCTTTACTC
GTGATCAACC ATCGAAGCGA TCTGAGAAAA
GATAAGTGAT GTGCGTGTGI GTGCGATTAT
TCCCCCGOGT ACCTCGECCG CGACCACGCT
AAGCCAGGAA TCCGCCTAAA AAGGCCGCCG

Pv-sshfwdtc-07 (286 pb).

ACAATGCAAG GCCGGTTTAT GACAGITACG
GATGAAAACC CTTCAGCGCTG CCCAATTATG
CTTCATCCAT TTGAACTATT TCTTTGITTT
TATAATCAAA CGITATAAAT GATATACTAC

Pv-sshfwdtc-08 (553 pb).

TCGAGCGECC GCCCGEECAG GTACGEEEGET
AAAGTTAAGG GATCCCCCGT TTGATTCATA
CGATGAATGA TTTGCGGTAT AATATACATT
CTCAAATTAT GAAACATAAG TTTTTGGAAT
AAATATACAA AGTITTCTTTC TAATCGTAAC
AACGATTCTT TTAGITTACT AGAGACATCG
GAATAGAAAT AGAGAACGAA GTAACTAAAA

Pv-sshfwdtc-13 (540 pb).

GATTCGGEEGG AAGATCATTT CCCTTGIGIT
TATTTATCTT TTTTTTTTGA TGAAGATTGG
AGCACATCAT ACTTTACTTC TGAAGGTTAA
AACAGTTCCT TAAATACTGT ATGATCAGGA
CATTTATTTG TAACCTTCAT GCACGAGTAT
GAAGACATCT ACTATTTTTG ATAATCTGIT
ACCTTAAATC TCACTTCCCT CTTTGITTCT

TTCAAAAGGG
TCTATCTGCT
TCAAGGGT

GGCTATAGIT
CAAAACCATC
TTCAGATTCA
GGTGATGCTT

TATTCGGATT
ACTGCTTCTT

AGTGTGCAGT
ATGITAACCT
GGCACCACCA
TCCGCCCTAC

TGGITTCAAG
CTCGITTCCA

TCAAGAACTT
TTCTTTTCTT
GCTATACCTA
GAGCCCTGGT

TTAGSGTITTT

CTAGACAACA
GCTGTAGCAG
AAACCGCAGA
TTGTGAGGEC
GITAGATCAT
AAAATTTAAG
CCAATGATGT
ATCAAGGGAA
TGICTTGIGT

GTGGTGGCAG
TGATTACATT
CCTTATTTAA
AAATATGITT

AGCGGGTATA
TTCCGATCAA
ATTGTAATTT
TGGATCTAGA
TAAATCTTCC
ACATTTTTTT
AAAAAAAAAA

GICCTCTGAG
AGTGTATAAA
CAAAGGTAGG
TGATTTTCAT
GCTAACTTTT
AAAGCCTCTT
GCCATTTCTT

GGTTTTGAAG

GTAAGAGTGT
CACTATACAA
GITCGGCGAA
ATCAAGAATC
CGTAAAAAGC
TGGCTTCGAT
TCATCGCACGC
TAACCGCAGA

GCCCTGITAC
ATTGGATCTG
AATTCAAAAG
TGITGT

GITTAGIGGT
AAACTTTATT
GTATACAAGA
ATCCGAATTT
ATTTTTTTGC
AGCTCGATGG
AAAAAAAAAA

AGTTGGAAAT
AATTCTGATC
TTGAAAGGTA
ACTCCTGAAC
GGACCATCAT
TAATCTTCTC
CTIGITTTTTC

CTTTTGITTC

GI'GIGCAACT
TTTTGCTCCT
GITGITTTGT
ACTACAGCGA
CCTCGCAGCT
GGITCCTCAG
TCACAACTCG
AAAGAAAACA

GTGAACAACC
TAAATGATGA
GIGITATTAT

AAAAGTGCGA
TTTTACTTAA
AGAATCAAAT
TTTGAGTATT
ATAGTAGAAA
AAATTTTATT
AGTACCTCGG

CCCCCTAAAT
AATACTATTT
ATGACAAACA
AACTTCTATG
CTTTCCCCCC
CGAATGGECCC
ACCCCCACGT

TTTTCATCTT
ACCCTTGATC

GITTTCATTA
CCTTGITCTG
GGACTCCACA
CATAGCCCTG
TTCTTGITTT

TGACCTTCTC
TTTGCTGICT
GTGTAATTTG
TTCCTCTGIT
AGITTAACCA
CGTTCAAATC
CTTCCATCAT
TGGTGGAGCC

GCTGTGACCA
TGCCCTTTCA
TAGAGGAAAA

TTCGITTCAT
AGGGACTCCT
CTAATTTGAC
ACTAAAGGAT
TTGAAGCTAA
ACTTTCCTAA
COGCGACCAC

TCAACTACGC
CTCAACAACA

GTGTTGITAG
CAACACGACT
ACATCTGCAG
GTGCAGGGCA
AGT

TTCTCCCTCT
CTCTCCTATA
AGATCTTTTG
ATCACTCCTT
ACTTGITGTA
GGAAAGAAAG
TCTGAACACA
AAAAGTAGCA

ATATTTCAGC
CGTCGCTCAA
ATAAGGGTITA

GGACCCCTAA
TTATACCCCT
AAATTGAGTIT
CTATGGAGAG
ATAGCTATTA
AGATTTTCTG
GCT

TTGATGGATT
CTAGGGITTA
TTATAAAAGG
TTGATTCACA
TCATGGCAGG
CTTTGCCAAC




Pv-sshfwdtc-14 ( 632 pb).

GGITTATTGG GTGCATCTGT GGGAGCACGG
GGCCGAGGTA CAACAACCTT TTGCTATTGG
AGGGAATGAC CAAGGATGAA GCTGAGGATT
GGGGTGGTCC GAACAGTCAT AATAAACTCA
TGAGGAAATG GAGCCTCACA ATTCTTTGCT
TTTCTGAATG GATCCCGGAT AGATTATATC
TTGGTTGGAT ATTGITTTTA TCGGGITTTA
GATTCTTATA GIGGACTCTT GITCAAAACT

Pv-sshfwdtc-19 (186 pb).
ACTCTTTCCA CCACCACTTG GACCAACAAG
GATGACTAGG GCGIGATGGA TAGGCAAACC
CTTCCTGACT TGGGCATGGA TGAGGT

Pv-sshfwdtc-17 (699 pb).

AGCGEEGTCG CGECCGAGGT ACTCAACCTT
GGCCCTTCCC ATTAGITGAT AAAGTCTTCG
TAAGGCTCCC AAGATGTCCC AGACCACTCG
TTCATTAGCT TCCCCAACTT TGTGATGITG
GITCAGTGAA GAACTCCTCA TTACCTGACT
CGGTTGCTGA ACATGCTCAG TGAGCCAGAG
CGAAGATCCA GTGAGTGACG GAGGACTTGT
CTTTCAACAC CAGGCTGCTA CGITCGTAGC
TAGTGCCTGTI TACCGGCAAG CGTCGGAGCC

Pv-sshfwdtc-21 (969 pb).
ACTGGCCTCC AAGGTITTTCT GGITTTTAAT
CCTTTCTGIG GACTATGGCA AGAAGTCAAA
AGCCTTACAA CAGTGITCTC TCCACCCATT
TATGACATAT GCAGGCGITC CCTTGATATT
CTCACTGACT GCTTCCCTGA GGITTGATGG
CCAGGATCCA CTTTATGCTT TCCTCTTATG
GAAATCACCA ACAGCCCGIT TGAGCCATCG
TCTCATGTAC CTGCCCGGEEC AGGTACTTTG
GTAGCAGTGA AATCGGTCAC CATCAACTTG
GAAGGTGAGA ATGTGGGAGG ATGAGTTGGA
AACACCAAAC AGTCTAGITA GAAGAGATTT
ACCATTGCGG TTACCCACCT TTAATTCGCC
AGAAACCAC

Pv-sshfwdtc-22 (452 pb).

GITGGTTTGC TCGGAAATTC GCCCTTAGCG
ATCTTCAAAG CTTACTAATT TTACAGAAGC
GCTATGAAGA TGACGCAGCG GAGGGGAGTA
TTCTCTGATT TCATTCCTTC CTTGGGITGG
CCGCTCGACA AAATCAAGGC GCAGGECTCCT
CATTTCAGCT ACTGGCTACT GTAAGGAACG

Pv-sshfwdtc-29 (442 pb).

ACCTATTAAA GAATCACTTG TAACAGAGGA
GITGATGATTC TAAGAAAAGT TTGAGTGCCGA
GCATCTGITC AACAGCTTGC TTCTCGIGCT
TGCGTATGAA TTTGAGGTICT CTTGGAGAGC
TTATCTTCTA CCATACTTGI TGACATCATC
TATGGAGCAT TTGATCAAAG TTCCAAGATT

Pv-sshfwdtc-32 (275 pb).

AACCCTAGTA AGGGECCGCCC
AGGATCTGGEC TCCAGITACT
TAGITAAAAA GGCAGITTCA
GAGGGAGTGA CCAGGAATTT
TGACATTCTT GGIGCCCCCG
TTGCCATCTC TCTTTTATAA
TTCTTGAGIT ATGTACCTGC
GACAACATCA ACTATCTCCG

AGCAACCTTT GATCCTGGAT
ACACATCATC TAGITCTACT

GAATTGGAAA
AGACATAGGEG
AAAATTTCAA
CATGIGGACT
TTTCATGCTT
ATCAATATCC
CAGITTAGAT
ATTTGCCCGT
CTCTCAATAA

ACCCCATAGA
GCTCATCATG
CAGAGAATTC
GCCTTGAGGT
GGITGGACTC
GGGCATTATT
TTTGGGITAG
TCAGCATCAA
ATATATATGA

GCTGICGGTG
GCTTGGTITTC
CCCTTCTCGA
GAGAGACCTA
TGCCTTGAAC
CTCCTGCGAT
TCTATGATGG
CAGCAAAGTC
TTAATTTGIT TGGAGGCATC
TGATACATGA GCATTCTCCA
TGCTTCTTAC TTGITTGGAT
GITGCAGCAC AATCCCCCTT

GGGGECACTGG
ACTGICTATC
GCACACTGAT
CCTACACTAA
GITGATGITA
TTCAGCTGAG
CCAAGTGTGA
TTGGATAACT

TGGTCGCGEC
GATGATGICT
GGITCTATTC
ATCGATACTG
AAAGGAGCGA
CCAGCGCCAA

CGAGGTACGC
CTTACGAGCA
ACTACTCAAA
TAACTGGAAA
CACGTAAAGC
GAAGCCAGGEG

GGITGATAGC
GTAACAGITT
GCTTCTAGAG
ATTGICAGEC
AAGIGICTTT
TGACATGATT

AGGGACACAA
GGAGCAGAGA
CCATGGCTGA
TATATCTCCC
CATCTTTTTT
Gr

ACTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTI
AAATCAATTT TGTAAGGTTT CTCTAAATGC
AACTTTCACT CATCATCTTC ATCTTCATCG
CTTCCTCTCT TCATAGGGAA GCTTCTTCAG

TTTTGTCGAA
AAACTTAAGA
TCCTCACCAG
GITGT

CCAAAATTTG
TAGCTCCTAC
CAGCGGAGIT

GIGTGCTGGA
TGTATGGITT
CTCGCTATTG
CTACCCTGGC
AGCCGATGAG
ACTGITTAAC
CCGGEGECGEECC
GCCTATTCTT

TTCGCCCTTA
TTTTGACCAA
CTCGTGATGG
GACCAACTTC
CATGTGAAGA
GATTTGIGTA
GCTCGGACGT
TTGGAATTAA

GCGTGGTCCC
GCCTGGAAAG
TGCAAGTGGT
CTTTATGGCA
ACGCTACCGTG
GTTGCTTACT
GAGTTCCAAC
TA

TCAGITTCAA
TCCCCATCTT

TGTAATGCCC
GATCACCCAG

TTGAGCACTG
CGGACATTTA

CATCTGGAAC
TAAAATTGCA
CAAATCATCA
GACCTCTTTC
CCAGCCTTCT
TCTTGCCTGT
CAGAAAAAGC
AATGCTGGTC
AGATCCATG

CTTAAATGAT
CTTGAACATC
TTGATCCTAT
ATGGAAAACC
GCACACCTGA
ATAACTGAAA
TGAAGGAGAT
TCACGTCTGA

GTGAAGTAAC
ATCAGCTACG
AGATGECTGG
CATTTGCTAA
CCTGAAAAAT
CTAACGAGAT
GCAGAGAGTG
CGTCTGAAGT

CTCTGGICTT
CTTCACCCCA
GIGGECTGTICC
CCTGAATCGT
ATGAATTCCA
AAGGCTCACC
TCCGCGCCAT
GGGTCCATCT
AAAATGAGCC
TGCTCGATAA
CCCCGCGTTA
TCGGCCAGCC

GGITCCCTTC
AGITTCAACC
TGCTTGACAA
TTAGITTCTC
GACTAATCTA
ATGAGCAGCT
GGGAAATATA
GTTTGCAAGG
TTCCATTTAG
GTTGCCACCC
CCTCGGECCEC
TTGIGCGTAT

TGITGGAACG
TCTGITGITG
TGAAGCCATT
AGGTGATATC
GTGCCATACC
ATCAGTAGGT
TGGECTTGCTG
TCCACACCAT
CAGTAGAATG
ATCTTAACGA
GACCACGCTA
TATTGGCGCA

GGGGATGATA
CAGTGATATG
GGITGITCAAG
GAAAGCTCGT
AGGTCGGCAG
TG

AAAATATCTA
TAGAATTCTA
AGATGATGGT
CTTCGTACCT
AACGGTGCTG

GGAACGCTTC
TTTGGGAGAA
TGCATTCTTT
GCCCGEECEGE
ACTCCACGAT

TAACCAGAAA
AATCACAGAA
AGCTGCCAAA
CGTGAATTAC
CACTGAGGAC

AAGGCCTCAA
TTATTAAGCC
AACATAACAC
CGAAAATATT
ATGGATCTGG

GCACAAGGAG
AGAATTTAAA
CACCAACCAC
CAAAAATGCC
TTGICAGITA

TGATTAAGAA AATAAACAGT AGAAGTAAAT
TAATGCAGCA CTTAGACTCT ATCAATAATG
GAAAGCCTGC AAGCCAGCAA CCAACTTGCC



Pv-sshfwdtc-35 ( 274 pb).

ACAGTCCTTG GTGAAGCACC GCACGGAGAT
TTCATACCCT GGGATCTTTT GAAGATTGAA
TTTGATGICT AGCATGGITG TGCTGITTAG
AAGITTCTAG GAGCATGGIT GIGCATCCCC

Pv-sshfwdtc-37 (425 pb).

ACGCGGGGAT TGGAAAGAGT TTTGICCAAA
ACATGECCOGC TCTCTCTAAT GGCAACCAAG
AATGGCCCAAT TTGITCATTC TCTTTCAGGG
CGCAGAAGGA GGAAAGGAAG ACACTGATGT
TGCCCGEOGC GGAAAGAGCA AGAATTATGA
GAAGCCCTTG ATGCTGGGAA GITGT

Pv-sshfwdtc-38 (377 pb).

TAGCGTGGTC GCGECCGAGG TACGTGGATC
GCTCCATCGI CGATCCAGTT TCAGCTGCTG
TTGTATCATG AAGATTGAAG GATCAGATTC
CATTGATGIG AATAGAAGTA GACAATAGGT
GGAAATCAAG TTTCTTTTAT TGCTATGCTA

Pv-sshfwdtc-43 (574 pb).
ACGCGCGGGAG AGACAAAATT TGIGITGCAC
TGGAGGTGIT GCCTTGCCAG AAACTGCAGA
TCATTAAGCT GAGTATAACA TACCACAGCA
AGTGATTCTC TTTTCAAGGC CGTAGAGGCA
TCAGTCAGTA ACAAGGTTGC TTATATGATA
CTTAAGTTAA GITGECTTCC ATTTTCAGGA
TATCTTTGTA TCTTTCTTCA TCAATAAATG
AAAAAAAAAA AAGT

Pv-sshfwdtc-45 (389 pb).

ACTTCACCAA AGAATATGAT ATTTATTATG
TTGGAGCAGC ACCTACAGGT TACTGATACT
GCCTACTGCA AGACATGCAC TAAAGCATCC
TCTATTGGAG TTTTCCACAT CTCATTATCT
TGTTTTACCA ACACCAAGIG TCACTGIGIC

Pv-sshifwdtc-47 (342 pb).
ACGCGCGGGAA GGAGAGGAAA GACAGAGTCT
CTATAAAACC CCTTTCACCA TTGCCATAAC
ACTAGGGAAC TTGITTGCAA TGGCAACTCT
AAAGGCAGCA GCTACTTAAC CAAAAGGGAT
TGITCCCTAA GCAGAGAACT GT

Pv-sshfwdtc-51 (550 pb).

ACCAAGCAAA TACTTCCTCT CATAAACTCC
AGTCTTTAAC CACTAATTGA CAGGCCCCAC
ACATCAGCAG TGAAGCAAAC AACTTCACAA
ACTGTAGECC AGCACCACCT TATTCAGITT
TGCGAGCAGC TCCTTTAATG GCTTGAAGTT
TTTGCCTTCC AAAGCTGATG ATACAGGAGG
AGAAGAACCT TTCAACTGAG CCATTGITGC

Pv-sshfwdtc-56 (480 pb).

ACTTCAGCAA GACTCCGAAC TCCAACCTTG
GGTGGCCAAA GATGCAAAGT CGTGAAAATT
GCTGITAACT TTGGACAGTA TCCATATGGT
AGGGTCTCCT GAGTATGCTG CATTGCCTAA
TTATTGACCT TACAGTCATA GAGATATTGT
CATTGGACTT CTGATGCAGG GCCATTGGAG

Pv-sshfwdtc-57 (594 pb).

ACGGTGCGTIT
CGAATAAAAA
TTTCTAGGAA

CACTGCCTTC
CTTCTTCTTC
AAAGAATTTG
TCCTGTGAAA
TGAAATGGEGEC

TGATGCGAGAG
AGGAAATTGC
CAAGCTTCCA
GGAAAACTCG
AGGTACCTGC

AAAATAGAAT
GAAGATCACT
AAGGAGATGC
TACCTTCTGG
TACAAGAGTIT
GIGITTTCTT
ATAATAAAGA

TAAATGAGGA
ATGITTATCA
ATGCCTTTCC
CTTCAGCTTA
ATTCTGTAAT

CTCTTCTGIG
CCACACAATT
GAGCAATTCA
GIGITGTATG

ACCAGCACGC
TGECTTTGEC
CCATAATTCT
TCCACGTAGG
TCTTGECACC
CGCCCTGTGG
ACAACACTGG

GIGGAAAGAA
TGGTITGAAGT
GGITTAATCC
GAACCCTGAG

GCCTTCAAGA

CCCTAGTAAG
CTGTGGAAAT
CAAACAAAGT

TGAATCGICT
CTTCAATACT
AGACAATAGA
GCGGCACGTG
AGACTTAATT

GCATATCGTG
TTTCTGCAAG
AATTTTTGIT
AAGCCATATC
CCGEECEECC

CAATAGATGA
TTCGACTCCA
TCCACCCAAT
CCAATCCCTG
TTATTGGCTT
TCTTATTTCC
AAATAATCAC

GACTGATGAA
ACTTTATCAG
TATGITTACT
TTTTCTGCAT
TTCTGITTTT

TTCATTCATT
CCCCTCAGAT
ACAAATATCT
GATTACTGGA

AGGCAAGGAA
TTTCTGITCT
CTCTCAGCCA
CCACCACCCT
AACACTTGIT
GATGTAGTGA
TTGAGTGAGT

CTTGITCAGG
CTCCACTACC
TTAACAGGCC
AAGGAGTITTC
ATCTGATGAG
GGTTTGGAAA

GGGGTCGEEG GCGEGEEEGAC TTTTTTTTTT
TCAATTAACA TTAAAGTGCA GGAAAAAATG
CGATGCTGAC GGTAGCCCTT TCAGCCGTAA

TTTTTTTTTI
AGAAAGGTAT
TTTTAAAAGT

TTTTTTTTTI
CAAATACAAC
TTAAAGCAAA

GGTATTGAGA
GAACCACAGG
TTTTCGAGGT

TGICTCCTCT
CCTTCCATCA
TCCAAGGACA
TCCCTTTCGA
GAGCAAAACA

AATCAACTGG
GCTTGTGCCC
TTGGTTGGAT
TTTGITGGTA

GGCCAATTTG
AACTCAGTGA
GAAGATGAAC
ATTACAACTG
GCATATGAAG
CTTTGCTGCA
ACTTTAACTT

CTGGAGITCT
ATACCTACTC
AATCCTTTCT
ATAGCAAAAC
TGCCTGITGA

CCCATTACTT
TCACACACCC
TTTGGCAAGA
CTCAGCGGAT

ATATATAATC
AAACCATCCA
TGGAACAATG
TTATGGITTC
CTTAGCCCCA
GGGAGCAGIT
GAAGGGATGA

TGGGTCATAG
CTCATATGGA
AACTATTAGC
TGAAAACTAT
ATATACCTGG
GAAGCTTGCA

TTTAAAAAAG
TTATTTTATC
AGATCAAGCA

TGGGAGGACC
AAGAATAGAA
TCACTATCTA

TTTATTGCTC
AGITCACCAA
GAGGAAGTGA
CCACGGTCCA
TAGATGAAAT

GACAATTTCA
GGITTGGTCT
GIGITGTATT
TGGGGATCCG

GGATACAGCT
TGGICCTAAC
TCAAAGCTGG
ATTCAATTGA
TGITATCAAA
TAATCGTGAG
TTCTCGGAAA

TGATTCCAGA
TGCATCAACC
CTGGGGGAAA
TTGCAATCGC
TTTCCTTGT

TCTTCCAACC
AATCTCTCTT
TTGTCAAATA
CAGGAAAAAG

TTTAACAAAT
ATTCTTTTAT
ACTGATGTIGT
AGAAACTACC
ATTCTTTGAA
ACAGGGATTG
GTGACAGTGT

TGATTTGAAA
TAGCTTCAGC
AGAAGATTCA
TACTGGAAAG
GAGAGAGAGA
GAGATTGAAA

TATGITTCCT
ATCCAAACGA
AGCCAACCAC

AGGAGCCGAGT
CAAGGTAACC
GCAACAAACA

CTGCACACAA
ACTCTTCATC
TTGCGAAGAT
TGGCCTCGCA
AGCACCATTG

CCCAGTGATG
TGGCTTGTAT
GGTTTCTTCT
AATCCTTATG

ACAGCATAGT
GGAGGATCAC
AAAAGCCAAG
GTTATCGATA
TCAGAGIGIT
AGCTCGTGAG
AAAAAAAAAA

AGAGTCATCG

GTTCAGCAAT
AATTTTGGIT

CAGCAAAACT
TTCTGATAAG
GGAAGGECCTG
CACATTGGCA

TCCTCCTTCA
ACCCTGGECCA
CTAAGCCACC
TCTGTATCAC
TGACGAAGTC
AAGAGCGAGG

GATAAGCCAT
TCTTCACGCA
TGCCTGAGAA
AAGGAGACCC
TGGTGGTGAC
AGAACCTTGT

TTTCACCCAT
TGAAACACAT
CTCCAATTCA



ATAACCAGEC TCCTCCAGAA GGAATGATGA
TGAGGGAGAG CGACGAGGTA GGATAAGATC
GTACTTGGECG TGGTAGITGT CCATGCCACG
CTGGAACCTC GITCAACTTC TTCCCCCTTA
TAAGCAAATT TTCCGATTGC AACCCTCCCC

Pv-sshfwdtc-59 (1128 pb).
CATCGCGECT GACTTAGATA GIGAGTCGCC
GIGAGAAAGG AGAGTATCGG GGTGEECTTC
GCATATTATA GTGGGTAACT CCCCGGGTTT
CCCAAGGEEEG GAATGGEGECCC CCTAAAAAAA
GGCGEECCEGA GGGGAAACAT TTTTCAGITT
TTTTTTTTTIT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT
CCACTCATGG CTGCAACCAG CAATTAGCAA
CACATTTCCT TACTAATTAA ACGTATTACA
TTGGECTGGIT ATAGAAGTAA TAACATAGAC
CAATTTGCAT CAGTAAACTG TAGACAGGAC
CAAAGTCACA GAAAGAAGTT CAAGATACAG
CTTCAATTTC TTCCTTGGAC ACTGGAGITC
CTTGAAAAAA ATGATAAATT AGCATCACTA
GGGATGTCTG TTCGGAAACT TGATGCGAGG
CCCCaeCaGT

Pv-sshfwdtc-60 (369 pb).

ACCTTTTTGA AGATACAGCT TTGIGCCTTT
TGGTGGCAGG ATGCAATCTT GATACTACTC
TCATAGITAT CTTATTTTAA CAAATCAGAC
CGGAAAGAGT GCATCCATTC AGTGGAGGAG
TTCGAACCCT TGCCTACCCC TCAAGAGATA

Pv-sshfwdtc-61 (510 pb).

ACTTGGAAGG CGATAACATC TCGAATACTG
CGAAGCTGGA GGCATTCCGT ATTCCAAAGC
CCTCTTCTCT TTTCTCTGCC ATTAACACAT
CCAAAAGEEC TCGCGITCTA GAGCTCTCTC
GACTCCTTTT TGGCACATCA ACGTTTAGCC
CGTCATTGIC ACGGTAAATG GAGAGATTTA
GAAGTGACTG TGATGITATT GCACACTTGT

Pv-sshfwdtc-62 (674 pb).

ACTTTAGCCA ACATGAAAAT CCCTCATTCC
AGGGCCAAAA TAAGCAAATT ATAGAAGGCA
TTTTAAAATA GICCTTGCAA AGTGCAGATA
CTGAACACAG GACTAAGACC AGTCATTGAA

AACAGTGEEG
ATGCCGCCGT
CTGAATCGCT
TCTCATTGAA
GCGT

GACAACAGAG
TTTGICTTTT
TTCCCCCCCC
ATTCGEEECC
TTTTTTATAT
CGAATCAAAC
CAGCCCCTAT
CAGTTAATAA
AAAATGGTITC
ACTAGAACAA
GIGCGITTTC
TTTTGEGECTG
GCTGAAGATG
GATTCGITTC

GGACTGGTGT
TTGATCACTC
TACCTTTGAA
TTCGAAGAAA
GAGGAAAGAG

GGAGAATTTG
TGTGAGAAAG
CACAATGTGT
GCAGATTGAA
ATTGTAGATC
CAACCATGAA

GTATGACTGC

CTTATCAGIC TTTTGATTCT ATCTTTTTCT
TCTTCCATAC TTGICAAGGA AGAGGCGCTC
TAACTTCTGA CAAGGCAAGTI TCGTCATACT
ATATAAACTG ACTTGTGGCA AGCAACAAGG
GAAAGAACGC CAATGTAGGC GCTCCTCAGC

Pv-sshfwdtc-63 (173 pb).
ACTGCAAAAG CTGTGGAATG GGATGCATCA
AGCTTCATAT GAAGATGTAG TGGATACCAA
ACAAAAAAAG TGT

Pv-sshfwdtc-67 (326 pb).
ACCCTAAAAC TTTAGGTGGA GGGGCAATCT
GAGGCAAAGC AGACACCCAT ACTGTGGTGC
CCCCTTCCTT GAAAAAAATG GIGITGGTTG
TGCGGCATCT CGAGTCATGG ATCAAGGCAC
CTAAGT

Pv-sshfwdtc-75 (280 pb).

ACGCGGGAAA CTACAACAAT TCAATAACCC
TCTCCGGICT CGITTTGATC ATCTTCTGGG
GITCAGATTT ACACCCTCTG TCATTTGATC
GGCGITTTGA ATCTTTTCAT CTTTCCTTTC

GTATTTTCCA
ACTTGEEEEC
GGICCTTGCC
AGCTCTTCGT
AGGT

TGGTCCAAAA
AATTGACCAA

TTAGIGGITG
CATGGAATGG
TGAGITTAAG
GCCTACAGAG

ATTGCAAATT
CGGTAAGAAT
CGCTTTAGAA
AAAAGATCGT

CTGCTGAGCG TGCAGGCGGT
AACAGACATG GAAGATGGA
CTCTTTATGI AACCCAACGA
GAATCTTCTC AACGCCATTG

AGCGECGTICT
TTTCCCCATC
GCGGGTTTTA
CCGCCCCGEG

CATTTGCACG
TGGAGAAAAG
AAAACGCGCC
GGGGGATTTT

GCTCAAGGTG GCGGCGECTCG
TCGGGGGAAC TGGTTTCGAT
CAGCATAGGT TTCACGTCCT
CTTCCCTCTG CAACAAACCC

ATCTAGECTG
GGGGGTGTGT
CCOGGAAATTT
CGAAATTTCC

GACACATTTT
GCTCACACGC
TTTTCCCCCC
CCTTTGGEGEGEG

CTGCATTTTT

AACTATCTAT
GGAATATGGT
ATATATAAAA
TCAATTTCAA
CAAAAAGGAA
CAGAACACTT
AAGAGAGGECC
AAGCCTGAGT
AACGCCTGAG

TTTTTTTTTT
TGAATGTATT
ACATAACATA
AGCAACTGAG
AGITCAAACC
AAAGTAACCA
TTGATTAGAA
TTCCCTCCCA
CTTAGATGCA
CTCCACCCAT

CTTGTATATT
TGICAGITTG
CTTGTAAGGA
TTTATACTAC
CAAGGCCGT

TCATACCTGA
TCTCATCTTT
GAAGACGGAT
TTCTGCTGIG

TCAAAAGCAT
TCATCATCAA

CACGAGCCTA
GAGITACTTC
GGTATTCTTG CTGTTCTTGG
GCACCGTGGEG CCTGATTGGA
CAGCTTCTGG GGATCAACCT
GAACTCAGGA AACAGCTTCC

ATCATGTGCC
ATGCTATAAA
TATTTGGITG
CTCTGGACTT
AATATCCCTT
TTCCCACATA
CACAACATAG
TTTTGACACC

ACACAGTAAA
ATACAAGTGC
CTTGCCCATA
CTCATTCAAA
CCATACAATT
CATCCTTCAC
ATGCTGACAT
CTTAAGATTA

ATCTTGACCC
CCCAAAAATG

TTCTGGTCGT
GATCACTTTA

GATTCCATTC
TTGATTGAAC
GCTTATCCTG
TTCTTCACAA

AATTCTTCTA
GGTATTGITT
GICTTGCCCA
TAGITATTTC

TTTTAGCTTC CTCTTGATGT
CCGCCCTCTT TCTCTTTCTG
ATCTTAGGGT TCTGAGATGA

TTTTTTTITTT
CAATCCTAGC
CATTCTTCTT
GCACCTTCTG
TCATCATATT
TCGICAGAAC
GCAGCCACCC
CTGTTGCGGA
GAACCAGAAG
CGCTCACGCT

TTGTTTTTTT

GTCTAGCTTT
CTCTAACTTA
TCTAGGTAAA
CCATTATTGA
TTTGATGAAT
AACAAGACTG
ACGCATTTGAA
CGGCGGAATT
GGGTAGCTGC

AGGCTCACAT
CTTCTCCTCC
TCACTATCTA
CAAGGAGCAC

TACAAGGGTT
TACTGCTATT
AGCCGAATTC
CGTATACAGA

TCAATTCCAA
ATATGAGTCA
TTGITCTGAT
GTGGGCTCCA
CTCTTCAACG
TGGTCACAAG

GTCCCATTCC
TCTTCTTCTT
CACTCTCGAG
TCAACATGGT
AGGACAAATC
TTCCGAACTG

CAATATTGCA
TAAAAATTGT
TCCACTTAGA
ACTCTGTAGG
TCGTCCAAAC
AGCTGAGGTT
CCCCAAGCAC
TCAGCTCCTA

AGGATAAATG
GACACAAGAA
AGATACTACA
AGGCTTTAAC
AAAGGCAAAT
ATCACAAAGA
CGTGTATACT
GTTTGACTAA

GCTGCCCTTG
GAAGCTCCAA

GTGTCCATGA
TGGATTGTCA

TAGGAGAACA
GAAGCTGGAC
CTCCATAAAC
AGCCTGGAAT

AATTACGCCC
ATGCAGGTCC
AATGAGGAGC
AATATATAAT

TGITACTAAA
TTTTGAGCTT
GGAAATGGAA

GAGCCTGTGG
TTCTTCGITG
TTAGIGCATT



Pv-sshfwdtc-82 (216 pb).

ACGCGGGGAT CATAGCAAAG TTGAAACACA
CTTCTGCTTC CTTCGCTGCC AATCCAAGCGA
GATCACATCC AATATCTCAA TGGAGGITCT

Pv-sshfwdtc-84 (471 pb).

ACCCCACCTT TGGACATGGA ATTATCACCA
TACACCTGEC CTAAAGGATT CGAGATGGECC
ATTTACACTT ACAGAAGCAG GAATAGGAGT
GGTGAAACCC AGCAAGITTT AAATCTATCT
TTAAAATTGG GAATAAGCTG ACTTGTCAAA
GGTCTCTGAC GATGGGGCAT TGGCTGATGC

Pv-sshfwdtc-86 (297 pb).

ACTGTCCCAT CCCAGGCAAA TCTTCGICGA
ATATCGTCCC CTTTCAACTC AAATTTGGIT
ACATTTGCCT CCCATTCTTC GCGITTCACA
AGGGTTTTTA CTATGAAGAC GACGATGTAG

Pv-sshfwdtc-96 (295 pb).

GCGGGGATGA TGCTTGTGAG GAACCATAAC
CAAAGACATT TCCCCAACAA CGCTGGAACTA
GAGGTTTCAA CTTCCAAAAC TGGCAAGCAT
GCTTGAGGAT ATTGIGCCAT CTTCCCATAA

Pv-sshfwdtc-98 (188 pb).
ACGCGGGGAC AGAATCGAAG CCACAGATAA
TGGATATCAG GITGATGGAT TTGGACTCTC
AAGAACTTGA GTGCTCCGAC GCGEECGT

Pv-sshfwdtc-99 (493 pb).
ACTGCGTGTG GAATGGTGAA GATTACCCCG
TGGAATTGAA GACGATGAGA TCACTGCEGTT
CTGGTGCATT CACATCTGCT CAGGTCAGAG
AGCACCATAT TTGAGGAGAC GGAGAGCATA
GGACAATTCA TTTTGGATTG ATTTGGGTCA
CTTCCCCGCT ACCATCTTTC TGGITCAATG
GGCAGTCCGA TGT

Pv-sshfwdtc-102 (307 pb).

ACGCCEEEEG TGTGCCTTTT TTTTTTTTCC
TTTTCAAGSG AGGGCACTGT GCCAACCCCC
CCGATCCGAT GICTCCAGCT ATCCCTCGIT
AGGGACAGCA AAGTTAAGGT CCCTTTGECT

Pv-sshfwdtc-105 (389 pb).

CAACTTCTTT TATGGTCTCC AAAAGTGCAA
GCACCTACCT TTTTCAAATT TGATTCTICTG
TATAAAGACA GATATGGCAT GGACCTTGAA
GITTCTGAGI TGATGGAGCA ATCTCAAATA
CTCCATGATT TCAGCACCAG ACCTTCTTGC

Pv-sshfwdtc-106 (416 pb).
ACACGACAAT TTGCTGCAAC AATTTCTCAA
ATTTCCAGCA AACCGGGCGA GGAAACAAAC
CACCAAAAAC CTTATTCACT CGCTTCACCC
AATCTCTTCC TCCTCCGATT CCTCACTTCT
CATCCCCACG ATAAAGAAGC CCCGTCTGCA
AGTTTCCCAC TCTGGT

Pv-sshfwdtc-108 (458 pb).

ACTATGAAGT TCTTCAATCA AACGGGATGG
TAAATCGTCC AACCTCATCG TTTGACATCA
TGAACATAAG TCTTTATGTA TTTGGCCATG
TGCATCAGAA GATACAAGCA CTTGAAACTG

AAGAAAAATG GATTCTTCTT
CACCAATTGA TGTGCCATTT
GAGATTCAGC TTCATCTCGA

AGCCTTCATC
AATGAAGI TG
AGGAGGAGGT
CCCCAATTGA
ACTGAAGATT
CAAAAACCTA

CTTAGCTTTG
TAGAAACTGA
AGAGITTCGT
ACTCGAGTCA
TTGICCCTTC
TCTGICTGCC

CGGGTAAAGG GGTTTTGTCT
TCTTGTGAGA
TTTTACAGCT

CAACGCCTCC

ACCGTTGEEG
TGTGAAACCA

CATGTCGGAC
TCCGCAAAAA
GGACACGCAA
CTGIGATGIT

GAGGAACACC
CGGITACATT
AGIGICACTT
CCTCATGTCA

CGAGATCACC
CATTGITCTC

TTAGGAGCAG
CACTCTGCAC

GAGITTCCAA
GGGTGACAAG
ATGITTTTGA
TCTGITGGAG
GAGTICCATTG
GGAGGAGGAA

TGTATTTGAG
ACTTCTGAAA
GACTGAAATG
AGGTGATAAA
GGGTCTGATG
CCAGAAGCAA

GAACAACAGA
GTCAGATCGG
TTCCTTCCGT
TTGITTGGAG

ACCAGAAATC
GAATCTCCCT
TTCCCTCGCC
GITCAGGAAA

ACTTTCCCAC
ACAGTGACTT
CTTGGAGITT
TCTTCAAGAA
TCTTCCGTGA

AAACTTGAGG
AACATTTTCC

AGAAGGCCAT
TATCTTTGAA
TCGCAGAGIT
TAGCTCATCA
TGACACGGTA

GITCCTAGCC
GAAAACACCC
CATCACTCCA
TTCTGGACCA
GAACTTATCT

AACAGTATAC
ATGTGAAGCA
TCATAATTAA
CCCTTTCCGA

TCAAGAGAAG
ACACCCAGTC
TAACATTTCT
AACTCATTCA

TGTGGACTTG CCTGATTCTG TTATCACTAG
GGCAGAAACT ATGTGCCTAC TTGGGECCTTT
CAATGT

TCTAGGAATC
TCCATTTGIT TTAGGCGITT
TTTGITCCGT CAAATCCCTC
CATAATTTTG TGACGAGGAA
AGAACCTTCT TCAGACCTTG
GITGACATAAC CAAACTAGTG

TCTGGATAGA TCCTGGAAAA
CTACGACATC
ACTATATGCA
TTCCACCTCA
TAATAATCTG

T

TCATCGGGTIT
ATATCTTCTC
CTGATACTAC
CCCGCGT

TGITTAGCTG
TTCTTCACGC
TTCCCCTGCA

ACTTCGAGTC
GTCATCAAGA
TGITGGAATT
ATCGT

AAAGCCTGAT
ACAGGCCATG
GACATCTTCA

GCTGGAGCAT
CAAGGTTGTG
CAGGAAAAAA

TTGITTCTGC AAGAGAAGAA
CGAATCATGG ATCTCACGGA

GAAAAGGAAA
GGACGCAGAG

CGATTCTGTA GATGGTTTAG
CTCGICAGGG AACACAGTITG
GATCAAGACA GCTCCGAAAG
GAGICCTGIG TTCAGTGAGG
GIGTAGGTCA ATCGAGTAAA
CCTTCACCAA AACCAACATC

ATAAATTTGT
CCTGCCTTTT
AGATGGAACT
ACGAGTCATC
CACAAGATAG
TAAGATGTAT

AGTGACTCAA
CTTTAACAAA
TCCAGAAATT
CTATGCATCT

AATCCCCCAA
TCCACCCTCA
ATGCCAACGT
GCTTTGT

AAAATAAGGT
TCACTTCCCA
GCCGGGAGCA

TCGITTACAA
CCGCAGITGA
GAACGGTTGA
CTCAACTCTG
CGAGGAGTITC

CGCCGGTTCT
ACTGCTGAAT
GTCTCTCAAG
CAGAATTCTT
ATGITGAGT

TAAATGGCTA
CACAAGTCAT
AATGAGAACA
CTTCATTACA

CTGAAATTAT
TGITGCTTGT
TTCACCCTCA
ACGAACTGIT
CTGIGICGAA

CTTCTTTATA
ATCACACTAA
CAGAGTTCAT
GTCCTCGTGT
CAAGAGCGTG

CTCCAATGAT
CAGCATTCTG
CACTCGITTC
TTCAATGACC
CGGGTCAACC

CACTAGCCTC
TGGCCTGCTC
TACCCCTTCT
GIGICTTGCT

AGCCTTTTTT
TTGCAGICCT
ACGTCCATTC
TCTTACACGT

ATCAACTTCC
GCCAGCTCGA
CCCTAGTCAT
TGATGITGAT



GACCAGAATA CTCCTTGATA TCAATTTGCA
GACCTTGTAA AAACTATGCA TTTTTCTTCT

Pv-sshfwdtc-111 (265 pb).
ACTCCAGTCA ACTGAAGAAT TTCATGCGCT
ATGGAAAAGT TCTTGIGITT TTATCTGCAA
ATTGATTGGEC CAACTGATGG AAAACCGTTC
TGGTTGCTTC CCTGGCECTTT ATTGT

Pv-sshfwdtc-208 (445 pb).

ACCCAACATG CATTGGATCC ATTGACCACA
TGAGTGGECGT CCCAAATCAT TTTTTACAAT
TGAGTTTGGT TCTCAAACCC TAAGAATTTT
GICAGACTAA ATCATTTTCT TGAAGTTGGT
TTCAACTTTG TAAAAATAAA ATAGGTTTTC
GITGCTGAAG AACCGTGATA CCTCGGECCGC

Pv-sshfwdtc-211 (131 pb).
ACGATTCCGG TCATCCTCTC GGATCCGGAA
AAGACCAAGG CCATGGTAGA GGACGCTGCTT

Pv-sshfwdtc-212 (524 pb).

ACGGGCCATAG TCAAGAGAGT AAACAAATAA
ACTTCCAGTA GCCATCTCTG TCCTTCTTGA
GTGGGGAAAT AACGGATGAC ATTTGCAGTG
ACAATCACCA ATACCCTTGI AGGCCTCAGA
CACGITCAAT GGGEGGCAGCA CCAGITTTTG
TTCTCTGCTG GGGCTGCAAC AAATACAGGEG
CATCAATGCA GCATTCGAGT AGITCCCAAA

Pv-sshfwdtc-217 (184 pb).
ACTTTGITTT TGAATACATG GAATGCAACC
AGAAATTGGT GITTTCAAGT TTTCCAAGGT
AAACTTGCTG GITACCAAGG ATAT

Pv-sshfwdtc-219 (354 pb).

ACTTTTTTTT TTTTTTTITTIT TTTTTTTTTI
ACAAAAATTA GCGAAAACGG GAGTTGGGAA
TGCTAAAACA TCTAAAATAT TCCACACGCA
CAAAACCAAT GACTTGTGAG ATTCTACTTC
ACCATGITGG TGAGGEGECTGG GITCACCTCT

Pv-sshfwdtc-223 (337 pb).
ACCTTTTTCA GAAAAGCAGT CAATTCGTGA
GGCAGATGCC CGACCAATAA AAGAAGAGTG
ACAAAGCCTT CTCTGCACCA AGAATTTGAA
ATCAAACGAG CACCAACAAC TTCCCCAATC
ATACAGGTTC TTCCTGT

Pv-sshfwdtc-224 (320 pb).

ACACAGGAAA TCCTTCTAAG TTATAATCAT
AAATACCATC AAGTGGTTGA GGAACTTGCA
TTGATATGIT GAGATAAGGG CATGAAGCECT
ATGIGCATTG TTACCGITTT GGITTGGITG

Pv-sshfwdtc-229 (304 pb).

ACGCGGGGAT CCTTCATAAG ATGAAGGTAC
ATACTTTAAT CGAATTGCTA CCTGGAAAAA
GAAGCACATA ACTCATGGCT TTCACTTGGT
AGCAAGTTGA TAACAATGAA TTGGCCTTAT

Pv-sshfwdtc-231 (307 pb).

ACTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTCCTAC
AACTATGITT GITACTAAGC ATAACAAGAA
CCTCCAAAAC CATAGAGGGT CCTTCCCTGC
GIGCTCGECG TAGGTCACAG CGTCGCGAAT

GATCTCCAAA
CCCAGGGATT

ATAGITTAGC AATTTGCATA
TCAAAAGGEC AACCAAGT

GAACCTTACT
GAAGTGCTGT
CAATCTTCCA

CAAACTATAA
GGACTCTGGA
AAATTTACGA

GCAGTIGCATT
GTGCACAATG
CATTATTCCT

TTGAAGGCAC
TTCTGGTGAG
TATCCATCCT
TCTCTTCTTG
TATAAACCAA
CACCACTCTG

GIGTCACCAA
GTAGACACCA
GGCAAGAGAA
GGTAAGAAGT
CTGIGACTCT

CTTTGGTAAG
AGGCCATTGA
TTGAAGTAGG
GITCATGGTG
TGAATGCCCC

TCGGGITCAA
AAGAACTACG

AGAGCACGAC

ACTCCCAATT
ATAATGIGIG T

AAGGGACGAT
AATTGAAAAG
TTTCCTCTCC
AAGCCTTCCA
AGACAGCTGC
GATGGTGITG
GGAGGGTCTT

GCACCAGCAG
CCTCTTGAAA
ATAGAGAAAC
GITTTGAGCA
TGAAACACCT
CTACAGCAGC
TGGT

CACCTCCAGA
TAGICCTTAA
AGCACCCTCT
TTTCATCCTG
CCCATGAGAA
AGATAAATCC

TATACCAGCT
CTTGCTTACA

TATGAAAGAT
TGCACCAGCG

AGGGAAAAAC
TGGATACTTC

CGGTAAAATT
AAAAGAGGGA
GITATTGAAA
CTTATCCCAT
GIGr

TCATATCGAT
GGGAGGGATT
CAACCAATAT
TCACTTGGCA

AAGCCGATTG
GAGGGGAGAA
AAAAAATTTC
AGITCGITGC

TGCAATTGAG
GAATATCAAA
GAGITGATGA
AAAGAGGCCA

CATTTGITTG CAAGGTAACG
CCATATTTGG GAGTIGTITTCC
GGGGCACTTA GCTAAATTTG
AATTTGGTGC AATATCATTC

GGAGTATGAA AGCTGGACCA GGGAAATTAC

GACGATGTGT TGAGTCCACA

CTTTCCACGG TTCAGCCCAG
CTACAAATTC ACTTCACAGA
GTTGTGATGT GTGCTGAAGA

ACAAATCCTC TCATCCAGCA
GAAGAGTGCC AAGGTTGGAT
TGITAGGAAG CTTATAGTCT
TTTTCGITGC ATCTGAGCAA
AAGCTCAGCA AGCCTCTTTT

TCACCGGTTC CTTCTACTCT

GGCCAAGTTA CCAGCAAACC
ATGCAAAGTT CAAAGCCTGA
TCAGCCATTG TTCTTTTAAA
GTTCTGGATC AGAAGCTTAA
AGTCAATAAG AAAATGCCCT
ATAGTAGITT TGCATGAGGG

TGITTTCTGA
CATCGTGACC

AGGTGAAGTT
TGAAGCCTGA

CGGCAAAGCC
TCAATTGCTC
CCTTTGTGGT
GGATTTGITT

GCAAAATACA
ACAGAGCATA
GTATATGAAG
TGCTGCGEECC

AGCCATTCTG
TCTGGITTTT
TCAGACTACC
ATTTTAGCAA

CCCTTATTTT
AATGCCCTGA
AGCATGTGAA
CCAGGTAATC

TATTTATACG AATACTACAA

TTTCCTACTC
GGCAAGATAT
AATCAACAAA

TTTACCATTC
GTAAGATTCA
TTCTTTTTAT

CTTTTATCAT
ATTTTTCCCC
GAAAAAAAAA

CCTTTTGITC
GITTTGEECC
AAAGGGAAGA
TTGCAATATT

TTTCACCTTT
CATCTGATTC
GCAGGTCATG
CGATGGCCAC

CCTGITATCC
TGATTCAGGT
CCATGGAAGA
TCAGGTCAAA

ATTTCACTCA ACTGATGITC TTCATTTTTA
TTCCAAAAAA GCAAGTATTT GTGATGIGAC
CTCTTCAGCG CATACACAAC GICCATGGECC

CACATTCTCC AAGAATATCT TGAGCACTCC

GITTTTGTGT
GITTTGITGT
AAAAAAAAAA

TTTCCTTTCT
AGTAGAAGAG
AAAAAAAAGT

TAATTCTCTC
AAAGGAAAGA
CTATGTTGTT
GAGT

TTTCATTGCT
GCAAGATGAA
GCTCAGITTA

AATTCAACAG
AACACAATTC
GTAACCGTCT
CCOGCGTA

AGAACCCAGT
AAAAGATCAA
TCCTCCTGGC



Pv-sshfwdtc-233 (314 pb).

ACGCGGGGAC CACCCTTTGG CTTTTCCACT
CAAGGTCTTA CGCAAATGGG CAAATGATGC
TACAGIGCTT CCTATGCTCA AACTCAGATG
TTCTTTCTCA AAGICTTTGA CCTTATCTGA

Pv-sshfwdtc-234 (410 pb).
ACTGATTACC AGCTAATTGA TATATCTGAG
CAGGCTCCCC ACTGATGACA GICTGCTGAC
TGTCTGCTAT GGGTGAGGAA CAGATTTGTIG
TGTITTCTATT TAAGCAAAAA TATTTTTGTA
TAACAATGGT GITTTTATGI TGTCCTGTGA
AAAAAAAAGT

Pv-sshfwdtc-237 (382 pb).

ACCTAAGTITG CAGCTAATAT CATGGCTCCA
TGGAAAGCAG GAGAAGAAGA AGTGGAGCAA
CATATGACAA ACTACTCTCT GAAGCACCCA
GGATCACTTG CAAGGAAGGEC TATTAGAGAA
AATTTACACC AGGGCAACAA ACACCTAAAT

Pv-sshfwdtc-238 (512 pb).

ACGCGEEEEC ACATTCACAC ACGCGAGAAA
CCATCTCTTG TTTCTTCCAC CACTCGGCGA
GGAAGGTGGA GAAGTITTGAG AAGAACATTA
CCTGITGGTC CACTGCTGCT GGGITTCTTC
AAGTGGAGEC ATGGCTTAAT GGAGCATTGT
TTCCCTACAT CTACTGTACT TGTACCAGAC
ACAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAG

Pv-sshfwdtc-240 (250 pb).
ACGAACAATG CCCGAATTGC TGGCATGCTT
GCGGATTGACC CAAGGTCTTG TGCATTTGGG
CACCGACAGC GCTTGCTGGA CTAATTACCA
TATGTTCTGT

Pv-sshfwdtc-245 (623 pb).

ACCATTGCTC TCGAAGAAGG TCGTGAAGAA
AGCCAAGCTG GCGTAGACCC AAGCGTATTG
GGITATGCTT CAGACAAGAA AACTCGCCAT
TGAGCTTCTC ATGATGCATA ACAGGACTTA
TTGAGAGAGC TGCCCAGCTT GATGTAGITG
ATGICTGGGA GACGATTTTA TGITTTGTAG
TTCCATTGIC AAAACCATTA GTAGGTTTTG
TTGTTATGIC GCGTAATGIT TACTGITAAA

Pv-sshfwdtc-246 (319 pb).

ACCAACAACT AAGGTTGGAG CCATATGCAG
CGAGAAGCCA TGCTCTTCCT TGATCCACCA
AAAAACCTTG TTGCTAAGTG GGGAGCATAA
CTGCACTTGC AATTGCTTCC CTTTTGAACA

CTTGITCTTG
AGATTGAGAG
GGTCCTAGGG
TCCTGAGCTT

GATGGATTTG
TCAGATAAAG
CTCTCAAGGA
AACTTTGGIT
TTTTATTATA

AAGAAGGATA

AATACAAGCT
CTGATGGCTA
GCGGAATTGT

ATAAGGTTGG
TCCCGITTCT
CCAAAAGAGG
GICTTTGITG
TTTGGAATGT
CCGGITCCGG
TA

CGTAATCTTT
AAAGGGCTTA
TGITGCACGC

GCGCGTGAAG
ACTCTCGIGT
TATCTTCCAA
CTGTGCTGAA
TGACAAACAA
TGAGCTTTGG
ATTCCTTTTT
AATTATTTCA

TGCACACAAC
GAATACTATA
TGITGAATCA
GAACACTGGT

GICCTCCCTG
CTACTATGGEC
ACTTGAAGIT
CAGAGGAAGA

AGCGCTCCTCC
AAGGAGAACG
CATCACTCCT
GAGGITCAAT
TCCTAGGITA

AGAGGGECGCT
CTGACACCAA
ATTTGIGCCG
TCATTGGITC
ATCATCTTTT
TTCATGITTT

CAAGITATTA
TTAACACTTA
TTGCCTAGAT

AGGITTCATAC
CAGGAGGAAG
ATGGTTTCAA
ATTGCTCACA
AACTGCCAGA
TTGACACCCT
GCTATTTTCA
AAAAAAAAAA

ATTTCAATAT
ATCCTCCTGG
CATTTTACTC
CATGCCTCCA

TCCAATTTTC
GCCCCCAGCA
GAAGAAAGGEG
AGAGGGTTGC

TACCGAAAAT
CGGACGGCAA
AAGAACTAGC
CTGGCTTATA
ATTGTGGTGG

ACCTTCCTCC
TGAATAACAT
TCCATTCTCT
CAGGATGGTG
TGGAGTACCT

GCCGGAGGAA
ACATGACGAC
GACACAACCT
ATCTCTCTTC
CTTTCTTAGC
GATGAGCTTT

CTACAAGGAT
ATCCATATCA
ATGAAAGCCA

GCCCCCAAAG
TTCAAAGGAT
GAAATTTGIT
ATGTATCCAC
CTACGCAGCC
TATTAGTAGA
TTGICAAAAC
AAAAAAAAAA

GGAGGAACTG
GGGATTCTTG
TTGITAATTA
CTATGGTGCA

CATGGAAGAG
GGCCTTATGA
AAAAGCATTT
CAGCTACAAA

GGGAACACTA
GGACCTTGTT
TTTGTATGCC
GATTCTAGTC
GTAAAAAAAA

AAGCCCGCCA
GGTCCTGITT
CTGATCGITT
TCTGCCCATG

CACCGTCTTT
ATCAAGGECGC
CTAAAAAGCG
CAGATTATCA
CTCGTAGAAA
AATAATTTTT

ACCAGCCTTC
TTCAGATCGT
TTGIGITGGEG

CGATCGCAAG
GTGCTTTGAT
GTGCACAATG
AAGGAAGAGG
AGGAAGATGA
TTTTGATTTA
CTTGCTGCAA
GGr

AAGGAAAGCG
TCATTCAAGC
CCAAATTAAA
GGGTTGATAG

TTCCAAAGAT
TCTCAGATGT
CTGCAGCCTC
ATGT

AATCTGCECCG
GACCAGGGCA
GAGGGTTAAT
CAAGTCAGCA

TATTTTCCGG
TTTGCTGACA
AAAAGACTAT
GAACAGCAAC
ATGCCAATAC
AATTTACATT

TATTTTGIGT
TTCCTACTAT
GAAATATCAC

ATCTCCGTCA
GCCCAACATT
CGAAAGACCT
AAGGACATTG
ATAGATCCCA
TTTATGCTAT
TGICATACGT

CCATCGACTG
CACATATTCC
CAGATTAGGA
GCTATGGTA



Niveles de expresion en unidades arbitrarias de IdsST.

Niveles de expresion en unidades arbitrarias d&E &6 expresados antes del
tratamiento con los FN (0 h).

EST

Acuaporina
Pv-sshfwdtc-02
Pv-sshfwdtc-04
Pv-sshfwdtc-05
Pv-sshfwdtc-07
Pv-sshfwdtc-08
Pv-sshfwdtc-13
Pv-sshfwdtc-14
Pv-sshfwdtc-17
Pv-sshfwdtc-19
Pv-sshfwdtc-21
Pv-sshfwdtc-22
Pv-sshfwdtc-29
Pv-sshfwdtc-32
Pv-sshfwdtc-35
Pv-sshfwdtc-37
Pv-sshfwdtc-38
Pv-sshfwdtc-43
Pv-sshfwdtc-45
Pv-sshfwdtc-47
Pv-sshfwdtc-51
Pv-sshfwdtc-56
Pv-sshfwdtc-57
Pv-sshfwdtc-59
Pv-sshfwdtc-60
Pv-sshfwdtc-61
Pv-sshfwdtc-63
Pv-sshfwdtc-65
Pv-sshfwdtc-67
Pv-sshfwdtc-75
Pv-sshfwdtc-82
Pv-sshfwdtc-84
Pv-sshfwdtc-86
Pv-sshfwdtc-93
Pv-sshfwdtc-96
Pv-sshfwdtc-98
Pv-sshfwdtc-99
Pv-sshfwdtc-102

Densidad

I

100
190.7738095
233.3333333
96.72619048
38.39285714
171.1309524
82.73809524
57.73809524
242.5595238
146.7261905
107.4404762
59.82142857
63.98809524
58.63095238
121.4285714
201.1904762
73.80952381
47.32142857
184.8214286
225.8928571
59.22619048
122.9166667
86.9047619
164.8809524
161.6071429
192.5595238
41.66666667
156.547619
52.67857143
164.5833333
98.80952381
186.3095238
86.9047619
49.4047619
150.5952381
158.9285714
42.55952381
76.19047619

Densidad

Normalizada Normalizada

Il
100
179.8679868
257.7557756
86.79867987
45.54455446
142.9042904
86.79867987
55.44554455
225.7425743
157.4257426
94.05940594
92.40924092
75.57755776
74.25742574
17.22772277
148.8448845
116.5016502
55.11551155
175.5775578
226.4026403
52.47524752
165.0165017
106.6006601
150.8250825
128.3828383
149.1749175
55.77557756
143.5643564
57.09570957
128.0528053
102.970297
212.5412541
94.05940594
44.88448845
97.68976898
106.2706271
59.7359736
62.70627063

Promedio

100

Desviacion
Estandar

0
185.320898/11581203
245.5445%436927452
91.7624331319810071
41.968705857913667
157.0176294€5926408
84.76838237 1266927
56.591819%21078135
234.151049.89137907
152.07598655725844
100.74999461845513
76.11533239430631
69.7828263.94887537
66.444183068)4958528
99.3281471.258371982
175.0176803)1392286
95.1555880918789205
51.218476(811248928
180.19948336403738
226.147708860471102
55.850719 77363754
143.9665882/690788
96.752710892710315
157.85302889000902
144.9949906619313106
170.86723067754933
48.7211291976506566
150.055987180953035
54.8871403.23388334
146.31808933098411
100.88991(®#2210959
199.425388.54863439
90.4820839359897315
47.144625196316013
124.1425633%0981598
132.59958923478954
51.1477487.14588412
69.44837941B4773193



Continuacion (0 h).

EST Densidad Densidad Promedio Desviacion
Normalizada Normalizada Estandar
[ Il
Pv-sshfwdtc-105 114.5833333 76.56765677 95.57549368B8114269
Pv-sshfwdtc-106 46.42857143 45.87458746 46.1515704891725822
Pv-sshfwdtc-108 36.9047619 36.30363036 36.604196142506419
Pv-sshfwdtc-111 145.2380952 134.6534653 139.945730®B4463573
Pv-sshfwdtc-208 368.452381 372.9372937 370.6948371371312238
Pv-sshfwdtc-211 281.25 193.0693069 PHI6535 62.35316604
Pv-sshfwdtc-212 471.4285714 415.1815182 443.305038987267279

Pv-sshfwdtc-217
Pv-sshfwdtc-219
Pv-sshfwdtc-223
Pv-sshfwdtc-224
Pv-sshfwdtc-231
Pv-sshfwdtc-233
Pv-sshfwdtc-234
Pv-sshfwdtc-237
Pv-sshfwdtc-240
Pv-sshfwdtc-246

335.7142857
422.0238095
272.9166667
402.6785714
101.1904762
447.0238095
399.4047619
331.25

396.4285714
428.5714286

382.1782178
425.0825083
272.2772277
407.9207921
100
496.69967
378.8778878
342.2442244
450.8250825
472.9372937

358.94628285496147
423.553138%2826611
272.596908/452151613
405.29968186809771
10383 0.841793787
471.861739712813778
389.1413248%1469188
BBBL122 7.774090643
423.626828.46414186
450.754381387140411



Niveles de expresion en unidades arbitrarias dE®E expresados después de
1h del tratamiento con los FN.

EST

Acuaporina
Pv-sshfwdtc-02
Pv-sshfwdtc-04
Pv-sshfwdtc-05
Pv-sshfwdtc-07
Pv-sshfwdtc-08
Pv-sshfwdtc-13
Pv-sshfwdtc-14
Pv-sshfwdtc-17
Pv-sshfwdtc-19
Pv-sshfwdtc-21
Pv-sshfwdtc-22
Pv-sshfwdtc-29
Pv-sshfwdtc-32
Pv-sshfwdtc-35
Pv-sshfwdtc-37
Pv-sshfwdtc-38
Pv-sshfwdtc-43
Pv-sshfwdtc-45
Pv-sshfwdtc-47
Pv-sshfwdtc-51
Pv-sshfwdtc-56
Pv-sshfwdtc-57
Pv-sshfwdtc-59
Pv-sshfwdtc-60
Pv-sshfwdtc-61
Pv-sshfwdtc-63
Pv-sshfwdtc-65
Pv-sshfwdtc-67
Pv-sshfwdtc-75
Pv-sshfwdtc-82
Pv-sshfwdtc-84
Pv-sshfwdtc-86
Pv-sshfwdtc-93
Pv-sshfwdtc-96
Pv-sshfwdtc-98
Pv-sshfwdtc-99
Pv-sshfwdtc-102
Pv-sshfwdtc-105
Pv-sshfwdtc-106

Densidad

I

100
184.8238482
194.8509485
104.3360434
59.3495935
126.8292683
99.45799458
70.46070461
242.2764228
180.2168022
140.6504065
73.17073171
77.23577236
76.69376694
110.8401084
161.7886179
103.2520325
68.29268293
154.200542
172.0867209
68.83468835
104.8780488
76.96476965
135.2303523
131.1653117
173.1707317
57.72357724
152.5745257
69.91869919
139.8373984
122.7642276
156.9105691
82.38482385
59.62059621
88.07588076
129.5392954
59.89159892
83.7398374
96.20596206
67.75067751

Densidad P

Normalizada Normalizada

Il

100 100
290.7563025
347.8991597
117.6470588
64.70588235
131.372549
83.47338936
74.22969188
230.5322129
172.2689076
149.2997199
141.1764706
110.0840336
102.2408964
152.1008403
131.092437
73.94957983
60.50420168
163.3053221
277.8711485
76.75070028
171.7086835
140.6162465
155.1820728
147.8991597
130.2521008
56.58263305
136.9747899
53.22128852
152.3809524
136.9747899
203.3613445
113.4453782
53.22128852
145.3781513
109.2436975
58.82352941
71.70868347
81.51260504
56.30252101

Desviacion
Estandar

romedio

0
237.79007880555678
237.7900168.221428
110.99159M4112309254
62.027737987368168
129.100908712384592
91.4656919380282275
72.345198865076457
236.4043873441046
176.24285420010168
144.975063P15988158
107.1736088108731913
93.6599029@2722827
89.46733183)6454848
131.470429417574332
146.4405214/0347767
88.600808087/1996299
64.3984423507287907
158.75293213865175
224.978934/8008861
72.7926983H97465716
138.293388125639499
108.790588100839091
145.206212610799686
139.53223%8326174
151.71143634805495
57.15310818D6769374
144.77463183067897
61.5699938380685231
146.1091838659632094
129.8695088)4838497
180.13593884565828
97.915101 .96312861
56.4209423324993862
116.727016.51882408
119.3914964511549
103.609503%5239193
77.724268460D7310529
88.8592836388977239
62.026598215069093



Continuacion (1 h FN).
EST Desviacion

Estandar

Densidad Densidad Promedio

Normalizada Normalizada

Pv-sshfwdtc-108
Pv-sshfwdtc-111
Pv-sshfwdtc-208
Pv-sshfwdtc-211
Pv-sshfwdtc-212
Pv-sshfwdtc-213
Pv-sshfwdtc-217
Pv-sshfwdtc-219
Pv-sshfwdtc-223
Pv-sshfwdtc-224
Pv-sshfwdtc-231
Pv-sshfwdtc-233
Pv-sshfwdtc-234
Pv-sshfwdtc-237
Pv-sshfwdtc-240
Pv-sshfwdtc-246

I
58.26558266
88.61788618
170.4607046
150.1355014
394.8509485
227.3712737
305.9620596
300.5420054
246.3414634
341.4634146
160.1626016
353.9295393
429.2682927
291.0569106
314.9051491
356.097561

Il
51.2605042
145.0980392
385.9943978
277.0308123
387.67507
169.4677871
283.4733894
294.9579832
216.2464986
360.7843137
152.6610644
416.5266106
638.9355742
351.2605042
230.8123249
324.929972

54.76304343%53338482
116.857982:0374992

278.22755%%2.405336

213.58318682853484
391.263009874312348
198.419580484394803
294.7177283018912

297.749994818499964
231.293981.28035369
351.123868566193877
156.41183304387823
385.228048.2628136

534.10193388.2571565
321.1587082467036929
272.858739.46260624
340.513768938381354



Niveles de expresion en unidades arbitrarias dE®E expresados después de
6 h del tratamiento con los FN.

EST Densidad Densidad Promedio  Desviacion
Normalizada Normalizada Estandar
I Il

Acuaporina 100 100 100 0
Pv-sshfwdtc-02 120.9606987 110.4961832 115.72847(899529872
Pv-sshfwdtc-04 208.7336245 187.2137405 197.97368351685591
Pv-sshfwdtc-05 89.51965066 48.09160305 68.80562885940534
Pv-sshfwdtc-07 50 36.45038168 43.228#9(0.581026997
Pv-sshfwdtc-08 92.79475983 68.89312977 80.8439446.9010047
Pv-sshfwdtc-13 82.09606987 55.72519084 68.9106308%4702739
Pv-sshfwdtc-14 53.49344978 44.46564885 48.9795483B3619257

Pv-sshfwdtc-17
Pv-sshfwdtc-19
Pv-sshfwdtc-21
Pv-sshfwdtc-22
Pv-sshfwdtc-29
Pv-sshfwdtc-32
Pv-sshfwdtc-35
Pv-sshfwdtc-37
Pv-sshfwdtc-38
Pv-sshfwdtc-43
Pv-sshfwdtc-45
Pv-sshfwdtc-47
Pv-sshfwdtc-51
Pv-sshfwdtc-56
Pv-sshfwdtc-57
Pv-sshfwdtc-59
Pv-sshfwdtc-60
Pv-sshfwdtc-61
Pv-sshfwdtc-63
Pv-sshfwdtc-65
Pv-sshfwdtc-67
Pv-sshfwdtc-75
Pv-sshfwdtc-82
Pv-sshfwdtc-84
Pv-sshfwdtc-86
Pv-sshfwdtc-93
Pv-sshfwdtc-96
Pv-sshfwdtc-98
Pv-sshfwdtc-99
Pv-sshfwdtc-102
Pv-sshfwdtc-105
Pv-sshfwdtc-106

127.9475983
112.2270742
83.40611354
82.09606987
97.81659389
89.73799127
115.720524

163.1004367
102.8384279
59.38864629
151.7467249
221.3973799
75.10917031
119.650655

103.0567686
149.3449782
148.0349345
114.1921397
62.00873362
147.1615721
58.73362445
90.3930131

118.3406114
136.6812227
208.0786026
132.0960699
268.1222707
124.4541485
187.1179039
231.0043668
119.650655

309.8253275

112.0229008
74.61832061
34.54198473
57.2519084

62.02290076
55.15267176
65.26717557
72.32824427
56.87022901
42.7480916

100.3816794
115.648855

56.48854962
98.47328244
78.6259542

77.86259542
84.16030534
64.69465649
42.7480916

89.69465649
40.26717557
72.51908397
55.34351145
112.4045802
89.1221374

49.42748092
69.27480916
88.93129771
46.94656489
52.67175573
47.51908397
51.14503817

119.98524936046159
93.42269265934047

58.974049435215684
69.67398913H674 7505
79.9197428230996314
72.4453328145551396
90.493849%%7390481
117.714360318563281
79.8543282850442515
51.068368256664906
126.064268132057199
168.52311447/7349906
65.79885%99616676716
109.06196807466374
90.841361387519453
113.6037865%456776

116.097649916618342
89.443398%100000603
52.37841283619233058
118.428140833524572
49.5004008105775123
81.456048333877649
124.542903464567657
124.542907416617854
148.60037 11882321
90.761775835551986
168.69854 0.6063885
106.692723111844868
117.032299411610434
141.8380628.1001986
83.5848695.00872301
180.4851888.9145867



Continuacion (6 h FN).

EST

Pv-sshfwdtc-108
Pv-sshfwdtc-111
Pv-sshfwdtc-208
Pv-sshfwdtc-211
Pv-sshfwdtc-212
Pv-sshfwdtc-213
Pv-sshfwdtc-217
Pv-sshfwdtc-219
Pv-sshfwdtc-223
Pv-sshfwdtc-224
Pv-sshfwdtc-231
Pv-sshfwdtc-233
Pv-sshfwdtc-234
Pv-sshfwdtc-237
Pv-sshfwdtc-240
Pv-sshfwdtc-246

Densidad

I
67.03056769
161.5720524
293.0131004
275.3275109
355.8951965
207.860262
314.8471616
388.8646288
216.8122271
365.2838428
113.9738
348.4716157

204.0076336
284.279476
346.5065502
363.3187773

Densidad

Normalizada Normalizada

Il
48.09160305
91.22137405
198.2824427
93.32061069
226.7175573
97.70992366
132.6335878
146.9465649
96.3740458
197.519084
158.9694656
231.1068702

204.0076336
216.7938931
238.1679389
214.3129771

Promedio

Desviacion
Estandar

57.561085389187033
126.396749274544172
245.647711615374386
184.3240608.6983134
291.306396B4238466
152.78509288805119
223.7403128.8444537
267.90559%9.0619035
156.593186416265471
281.4014638.6275986
136.4716328187403

289.789283.98940742

0

250.5366846/195133

292.33724860696671
288.8158103.3630118



Niveles de expresion en unidades arbitrarias dE®E expresados después de
12 h del tratamiento con los FN.

EST

Acuaporina
Pv-sshfwdtc-02
Pv-sshfwdtc-04
Pv-sshfwdtc-05
Pv-sshfwdtc-07
Pv-sshfwdtc-08
Pv-sshfwdtc-13
Pv-sshfwdtc-14
Pv-sshfwdtc-17
Pv-sshfwdtc-19
Pv-sshfwdtc-21
Pv-sshfwdtc-22
Pv-sshfwdtc-29
Pv-sshfwdtc-32
Pv-sshfwdtc-35
Pv-sshfwdtc-37
Pv-sshfwdtc-38
Pv-sshfwdtc-43
Pv-sshfwdtc-45
Pv-sshfwdtc-47
Pv-sshfwdtc-51
Pv-sshfwdtc-56
Pv-sshfwdtc-57
Pv-sshfwdtc-59
Pv-sshfwdtc-60
Pv-sshfwdtc-61
Pv-sshfwdtc-63
Pv-sshfwdtc-65
Pv-sshfwdtc-67
Pv-sshfwdtc-75
Pv-sshfwdtc-82
Pv-sshfwdtc-84
Pv-sshfwdtc-86
Pv-sshfwdtc-93
Pv-sshfwdtc-96
Pv-sshfwdtc-98
Pv-sshfwdtc-99
Pv-sshfwdtc-102
Pv-sshfwdtc-105
Pv-sshfwdtc-106

Densidad

I

100
158.7458746
182.1782178
117.1617162
79.5379538
119.8019802
65.34653465
76.23762376
169.6369637
114.5214521
80.52805281
95.70957096
80.85808581
104.950495
93.72937294
119.1419142
71.61716172
69.9669967
161.7161716
170.9570957
72.60726073
132.6732673
107.2607261
122.1122112
127.0627063
106.9306931
48.84488449
145.2145215
75.57755776
135.9735974
91.41914191
160.3960396
115.1815182
69.30693069
109.2409241
135.3135314
89.10891089
86.13861386
101.320132
84.15841584

Densidad P

Normalizada Normalizada

Il

100 100
117.7718833
170.0265252
102.1220159
59.15119363
140.8488064
63.12997347
61.53846154
130.7692308
88.85941645
71.35278515
75.59681698
69.23076923
78.51458886
83.55437666
128.1167109
75.86206897
61.00795756
134.2175066
155.1724138
65.78249337
127.0557029
66.57824934
125.198939
109.8143236
114.8541114
68.96551724
98.93899204
67.63925729
127.5862069
80.1061008
137.4005305
86.20689655
72.94429708
128.3819629
111.1405836
72.94429708
80.1061008
82.22811671
91.51193634

Desviacion
Estandar

romedio

0
138.258828PD729871
176.102381ED2544257
109.641866.631467404
69.3445734141561636
130.325393388235351
64.238254(85734544
68.88804206339387729
150.203097248363752
101.690438314579946
75.940418987893981
85.6531938722186473
75.044428521754399
91.7325418%9800853
88.6418748.94808868
123.629362516139595
73.73961333D1602702
65.4874771334697329
147.966839144449249
163.064734816145562
69.194874(%25839278
129.864483172217887
86.9194878.76885518
123.65557431182B846138
118.438512919644835
110.89248802702836
58.9052008622743586
122.076738772174065
71.6084035813226087
131.77996230780673
85.762621399%28091
148.898286126028042
100.69420048815142
71.12561389%72006439
118.811443%3475831
123.2270%3739285531
81.0266039313010804
83.12235433%5630896
91.774124360009349
87.835176(19972421



Continuacion (12 h FN).

EST

Pv-sshfwdtc-108
Pv-sshfwdtc-111
Pv-sshfwdtc-208
Pv-sshfwdtc-211
Pv-sshfwdtc-212
Pv-sshfwdtc-213
Pv-sshfwdtc-217
Pv-sshfwdtc-219
Pv-sshfwdtc-223
Pv-sshfwdtc-224
Pv-sshfwdtc-231
Pv-sshfwdtc-233
Pv-sshfwdtc-234
Pv-sshfwdtc-237
Pv-sshfwdtc-240
Pv-sshfwdtc-246

Densidad

Densidad

Normalizada Normalizada

I
79.20792079
94.71947195
268.6468647
151.4851485
336.3036304
180.5280528
231.3531353
275.5775578
166.3366337
209.9009901
183.8283828
261.3861386
691.4191419
153.7953795
213.5313531
312.2112211

Il
88.59416446
98.40848806
295.2254642
172.1485411
316.9761273
213.2625995
307.9575597
299.204244
155.9681698
344.2970822
118.0371353
339.7877984
561.5384615
299.734748
311.9363395
323.872679

Desviacion
Estandar

Promedio

83.90104837076545
96.56398RMD8528312
281.936168479390794
161.816844861122503
326.6398T8866660846
196.89532814681993
269.6553843.6750794
287.390906970659008
161.1524013831611136
277.09908623238811
150.93278652143729
300.58696831383453

626.478801.83950984
226.7650468.1947171
262.73386638283318
318.041984 5895976
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