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ABSTRACT

El conocimiento del transcriptoma y su regulacion es fundamental
para la interpretacién articulada de los diversos constituyentes
moleculares que integran la red de respuesta génica ante un determi-
nado evento inductor, como los que se presentan en interacciones
planta-patogeno. La actual tecnologia de secuenciacion ha llevado al
desarrollo del RNA-seq como herramienta transcriptomica que per-
mite el secuenciamiento masivo de ADNc o ARN, y hace posible
obtener perfiles de expresion génica de las respuestas de defensa,
lo cual ofrece grandes posibilidades para profundizar en el entendi-
miento de los mecanismos que se activan durante las respuestas
inmunes en plantas. EI RNA-seq ha cambiado la manera de cémo se
estudian los transcriptomas, y ha permitido identificar y cuantificar
nuevos y conocidos transcriptos relacionados con defensa vegetal.
Aqui se presenta el principio, aplicaciones y ventajas del RNA-seq;
ademas se discuten trabajos recientes que revelan la importancia y
utilidad de esta herramienta en estudios de interacciones planta pa-
tégeno.
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The knowledge gained from transcriptome and its regulation is
essential to articulate the constituents that make up the molecular
network of response gene induction for a certain event, such as those
occurring in plant pathogen interactions. The current sequencing
technology has led to the development of RNA-seq as a tool that
enables mass sequencing of cDNA or RNA, making possible to obtain
gene expression profiles for defense responses, which offers great
potential to deepen the understanding of mechanisms that are activated
during immune responses in plants. RNA-seq is changing the way of
how we used to study the transcriptome and has helped identify and
quantify new and known plant defense related transcripts. Here, it has
present the basis, applications and advantages of RNA-seq, also are
discussed recent studies that have revealed the importance and
usefulness of this tool for studies of plant pathogen interactions.
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INTRODUCCION

Celularmente la informacién genética cifrada en el ADN
y contenida en los genes se expresa a través de los me-
canismos de transcripcién y traduccion, a partir del
cual se producen moléculas de ARNm y proteinas, res-
pectivamente. Eventos celulares tales como la replica-
cion, la diferenciacién y la division celular y otros ca-
racteres macroscopicos tales como rasgos fenotipicos,
morfolégicos, funcionales y de respuesta ante estimu-
los son producto de la expresion diferencial de genes.
En plantas, el control de la respuesta frente a estados
de estrés bidtico y abiodtico esta dado por la actividad
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transcripcional de activacion o represion de genes
[Proudfoot et al., 2002]. La transcripcién es un proceso
nuclear cuya activacion depende de estimulos intra o
extracelulares que activan cascadas de sefializacién para
determinar cuales genes deben expresarse o reprimirse
de acuerdo con el tipo de estimulo inicial.

Laregulacién de la transcripcién depende de la unién
de activadores o represores en los elementos del pro-
motor ubicados en la regién 5’ de la secuencia
codificante. Los activadores o represores dictaminan
la tasa de sintesis de ARNm que debe producir la ma-
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quinaria basal de transcripcién, la cual esta constitui-
da por los factores de transcripcién generales (GTFII)
yla ARN polimerasa II [Proudfoot et al., 2002].

La cantidad de moléculas producidas de determinado
ARNm depende de la funcién que este tenga en un pro-
ceso celular especifico. Asi, cuando se requiera dar res-
puesta a una condicién determinada en la cual un gen
tiene una participacién importante, mas moléculas de
este transcrito se produciran. De manera similar, bajo
ciertas circunstancias particulares hay genes que per-
manecen apagados, pero un estimulo hace que se ex-
presen y se inicia entonces la transcripcién. De esta
manera la determinacién de dénde, coémo y cuando es
generado un transcripto, bajo una condicién dada, es
fundamental para el entendimiento de la actividad bio-
légica de un gen. Mas atin los niveles de ARNm pueden
dar no solo una visién clara de patrones de expresion,
sino también cuantificaciones altamente correlacionadas
entre cambios en la abundancia de ARNm con cambios
en la abundancia de proteinas [Lockhart y Winzeler,
2000]. En conjunto, todos los transcriptos derivados
de genes que se producen en una célula en un momento
y bajo una condicién fisiolégica determinada se deno-
mina transcriptoma.

El estudio y analisis del transcriptoma es esencial para
el entendimiento de la funcién de genes. De manera ge-
neral se puede establecer que si un gen se expresa en
una condicién o célula determinada es porque cumple
alli una funcién. El estudio global del transcriptoma
permite también establecer patrones de regulacién
génica coordinada, lo que contribuye no solo a diluci-
darla funcién y agrupamiento de varios genes bajo un
estimulo o condicién especifica, sino también a identi-
ficar elementos promotores comunes a varios genes. En
la década de los noventa, los northern blots, los mi-
croarreglos de ADNe¢ (ADN complementario obtenido
por transcriptasa inversa a partir de ARNm), los cDNA-
AFLP y el analisis serial de expresiéon de genes SAGE
(delinglés serial analysis of gene expression), entre otras
técnicas, permitieron el desarrollo y generacion de co-
nocimiento en transcriptémica, al estudiar la expresiéon
de genes relacionados con respuestas a estimulos o a
condiciones particulares, asi como para determinar cam-
bios en los patrones de expresién génica en tratamien-
tos y cinéticas de expresion [Shalon et al., 1996; Schena
et al., 1998; Meyers et al., 2004; Marguerat y Bahler,
2010]; sin embargo, estas estrategias resultan limitantes
al estar basadas en hibridacion, tener baja cobertura,
y en algunos casos necesitar algin conocimiento previo
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de la secuencia del genoma para su implementacién

[Ward et al., 2012].

Actualmente, y gracias a los avances en las técnicas de
secuenciacién del ADN, a través de tecnologias de nue-
va generacién, NGS (del inglés Next Generation
Sequencing), se han revolucionado campos como los de
la genémica y la transcriptomica. Estas tecnologias han
permitido no solo generar informacién con altos rendi-
mientos y a bajo costo, sino también abrir nuevos ho-
rizontes para el entendimiento detallado y global de
procesos de expresién génica [Mochida y Shinozaki,

2011; Schneeberger y Weigel, 2011; Ward et al., 2012].

La caracterizacién completa y el andlisis global de la
expresion génica en una célula o tejido, aun sin ningu-
na informacion genémica previa, es ahora posible a tra-
vés de la implementacion de la secuenciacién de ADNe,
o mas recientemente de la secuenciacion directa de
ARN, tecnologia conocida como RNA-seq [Wang et al.,
2009; Garberetal.,2011; Eganet al., 2012; Ward et al.,
2012]. Esta herramienta transcriptémica cambia la
manera de céomo se analizan y comprenden los
transcriptomas [Wang et al., 2009]. Ademas, el RNA-
seq da una cobertura completa de transcriptos, genera
informacién no solo de la secuencia, sino también de la
estructura de exones y posibles eventos de splicing al-
ternativo [Lister et al., 2009; Gulledge et al., 2012]. La
informacién de esta manera puede ser integrada e in-
terpretada, y se constituye de gran utilidad para vis-
lumbrar procesos biolégicos y mecanismos de coex-
presion.

En el poco tiempo que esta tecnologia se encuentra dis-
ponible se han desarrollado un grupo relativamente
amplio de investigaciones dirigidas a caracterizar y a
cuantificar transcriptomas, asi como a comprender los
mecanismos de la variacién de la expresion génica. Las
aplicaciones de RNA-seq se han llevado a cabo en espe-
cies eucariotas tales como Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster, el
ratény el humano [Nagalakshmi et al., 2008; Mortazavi
et al., 2008; Maher et al., 2009; Pickrell et al., 2010;
Ganetal.,2010; Daines et al., 2011; Peng et al., 2012],
lo que ha demostrado la alta aplicabilidad que el RNA-
seq ha tenido en estudios de especies modelo.

Recientemente la tecnologia de RNA-seq también se
ha implementado para estudios de transcriptomas ve-
getales. Los estudios de RNA-seq en plantas ha permi-
tido, por ejemplo, la identificacién de genes expresados
frente a tratamientos de vernalizacién y respuesta a
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giberelinas en remolacha azucarera [Mutasa-Gottgens
et al., 2012] y en respuesta a estrés hidrico y calor
[Gulledge et al., 2012]. La informacién generada por
RNA-seq también se ha explotado para la identifica-
cion de SNP (del inglés single nucleotide polimorphism)
en uva y arroz [Zenoni et al., 2010; Lu et al., 2010] y
para la deteccién de variantes de splicing alternativo
durante el desarrollo del fruto de uva y en Arabidopsis
[Zenoni et al., 2010; Gulledge et al., 2012]. También se
ha constituido en una herramienta fundamental para
ayudar en la anotacién de genes [Lu et al., 2010]. Lo
anterior muestra la utilidad y posibilidades que esta
herramienta transcriptémica tiene y su aplicacién bajo
diferentes enfoques investigativos.

Tecnologia RNA-seq

El RNA-seq es una herramienta transcriptémica ac-
tual que esta fundamentada en la secuenciacién de
ADNc basada en los desarrollos NGS. En esta tecnolo-
gia se captura el ARN total o ARNm, el cual se frag-
menta y convierte en una libreria de ADNc. Uno de los
pasos fundamentales es la obtencién de un ARN de
buena calidad que represente todos los transcritos que
se producen en la condicién y tejido de estudio. Para el
aislamiento del ARN con frecuencia se emplean kits de
extraccién de ARNm, que aplican la captura a partir
de la cola poly(A) [Ward et al., 2012]. La fragmenta-
ci6n del ARN o del cDNA se realiza o bien por
nebulizacién, por digestion con enzimas de restricciéon
o a través del uso de cationes divalentes bajo condicio-
nes de presiones elevadas [Wang et al., 2009]. General-
mente el fraccionamiento se realiza posteriormente a la
sintesis de ADNec. Esta sintesis se realiza con procedi-
mientos estandares bien establecidos para la mayoria
de organismos que hacen uso de la enzima transcriptasa
reversa.

Una vez obtenido el ADNe¢ se ligan adaptadores de tal
forma que cada fragmento generado contendra un adap-
tador ligado en sus extremos 3"y 5”. Las secuencias de
estos adaptadores se conocen y seran necesarias para
que cada fragmento pueda ser secuenciado, y en algu-
nos casos pueden emplearse para diferenciar otros gru-
pos de fragmentos obtenidos a partir de muestras de
ADNec diferentes; sin embargo, no en todos los casos se
requiere la ligacion de adaptadores, lo cual dependera
de la plataforma de secuenciacién a emplear. Los
adaptadores se pueden ligar directamente a la muestra
de ARN, previa sintesis de ADNc [Core et al., 2008;

Marguerat y Bahler, 2010], o alternativamente se pue-

den adicionar directamente a la cadena sencilla de ADN¢

[Maher et al., 2009; Marguerat y Bahler, 2010].

En cuanto a la cantidad y concentraciéon del ARNm
que se requiere para la tecnologia RNA-se(, el rango
esta actualmente entre 5y 10 Lg, con una concentra-
cion alrededor de 500 ng/ul [Ryan Kim, UC Davis
Genome Center; Nong Chen, Business Development
Director, BGI Americas, comunicacién personal].

Por otro lado, dentro de las aplicaciones y ventajas que
tiene la tecnologia RNA-seq esta que da una cobertura
completa de transcriptos, genera informacién tanto de
la secuencia como de la estructura de exones y sitos de
splicing alternativo [Lister et al., 2009; Gulledge et al.,
2012]. Asimismo, los datos arrojados por RNA-seq tie-
nen una alta precision con respecto a los niveles de ex-
presién génica que se obtienen a través de PCR (del
inglés polimerase chain reaction) cuantitativa (qPCR)
[Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009; Ward et
al., 2012]. Ademas, también se ha mostrado que los
resultados son altamente reproducibles [Wang et al.,

2009].

Plataformas y estrategias de secuenciacion
para RNA-seq

La tecnologia RNA-seq actualmente esta disponible
comercialmente en las compaiias Roche/454, Solexa/
INNumina, SOLiD/Life Technologies y Helicos/
BioSciences; sin embargo, de las tecnologias de NGS
disponibles las mas aplicadas son Roche/454 y Solexa/
Ilumina [Strickler et al., 2012]. No obstante, estas com-
paifiias y otras no cesan en la bisqueda de mayores ren-
dimientos de secuenciacion, obtencién de lecturas mas

largas que se lleven a cabo en tiempo real y cada vez a
costos mas bajos [Metzker, 2010; Mardis, 2011].

Roche/454

Roche/454 es una tecnologia que emplea el secuenciador
454-Genome-Sequencer FLX, desarrollado en 2005.
Este fue el primer sistema comercial de NGS. Su prin-
cipio se basa en la piro-secuenciacion o deteccion de
pirofosfato descrita en la década de los ochenta [Nyrén
y Lundin, 1985]. En esta tecnologia se incorporan
adaptadores a los extremos de los fragmentos de cade-
na simple de ADN o ADNec, los cuales seran adheridos
a microperlas que contienen en la superficie oligo-
nucleétidos complementarios a las secuencias de los
adaptadores. Posteriormente se lleva a cabo una PCR
en emulsién para la amplificacion de los fragmentos.
El objetivo de esta amplificacion es la obtenciéon de un
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gran nimero de moléculas idénticas que produciran al-
tasintensidades de senal en cada lectura (F'ig.) [Ansorge,

2009; Mardis, 2011; Egan et al., 2012].

Al finalizar la amplificaciéon se lleva a cabo una
denaturacion, y las microperlas son transferidas a po-
zos en un chip de fibra 6ptica, en donde se incuban con
las enzimas ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa
y apirasa, asi como con los sustratos luciferina y
adenosin-5-fosfosulfato (APS). Posteriormente sobre el
chip se adiciona un deoxinucleétido particular (ANTP);
asi cuando la ADN polimerasa incorpore el ANTP a la
cadena naciente se liberara pirofosfato. Este pirofosfato
proviene de la formacion del enlace fosfodiéster y es con-
vertido a adenosin trifosfato (ATP), en presencia de la
APS. E1 ATP asi producido reaccionara con la enzima
luciferasa en presencia de luciferina para generar
oxiluciferina y producirse luz en proporciones equiva-
lentes a las cantidades de ATP producidas. La emision
de luz sera detectada por una camara CCD (dispositivo
de carga acoplada, del inglés charge coupled device). Fi-
nalmente, la apirasa removera el ATP y dNTPs no in-
corporados. Una vezrealizado esto, se repite el ciclo con
un nuevo dN'TP [Nyrén y Clifton 2007; Ansorge, 2009;
Eganetal., 2012].

Actualmente Roche/454 ofrece el servicio de secuenciacion
para RINA-seq con su mas reciente secuenciador, el sis-
tema SG FLX+. Con esta tecnologia es posible obtener
lecturas de hasta 1000 nucleétidos; sin embargo, la co-
bertura es baja, alrededor de 2,5 millones de lecturas o
reads por corrida (454/Roche sequencing contact, comu-
nicacién personal).

IMlumina

Por su parte, Solexa/Illumina se basa en el principio
de amplificaciéon en puente y el uso de marcaje por
fluorescencia de nucleétidos modificados como
terminadores reversibles (Fig.) [Metzker, 2010]. En
esta tecnologia, uno de los adaptadores de los extremos
de los fragmentos de ADN o ADNc se liga comple-
mentariamente a oligonucleétidos adheridos a una
superficie solida o flow cell. Estos oligonucleétidos
haran las veces de primers o cebadores sentido o
antisentido, y crean puentes que favorecen la amplifi-
cacion. Los amplicones permaneceran adheridos y lue-
go de una denaturacion formaran otro puente para per-
mitir la amplificacién. Estos pasos se repiten hasta
generar millones de grupos o clusters de un fragmento
determinado. Una vez formados estos grupos se desna-
turalizaran nuevamente para iniciar la polimerizacién o
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sintesis de cada fragmento, y se introduce esta vez en
la mezcla de sintesis cuatro nucleétidos marcados 32 -
O —azidometil o terminadores reversibles [ Ju et al., 20006
Guo et al., 2008; Metzker, 2010].

Los terminadores reversibles (dideoxinucle6tidos) de-
tendran la sintesis de ADN una vezla ADN polimerasa
integre a la cadena naciente el nucleétido correspon-
diente. Seguido de la sintesis, los fluoréforos de los
terminadores reversibles integrados a la cadena naciente
son activados por un laser. La emisién de luz sera dife-
rencial de acuerdo con el nucleétido incorporado. La
informacion sera registrada y almacenada. Una vez
hecha la detecciéon, un lavado retira los dideoxi-
nucleétidos no integrados y enzimaticamente es corta-
do el terminador para que asi un nuevo ciclo permita la
incorporacion del siguiente nucleétido [Metzker, 2010;
Eganetal.,2012].

Cada flow cell de Illumina contiene ocho carriles o
lanes. Cada uno de ellos en la actualidad tiene un
rendimiento de 150 millones de lecturas o reads. La
longitud de las lecturas generadas es pequeiia, del
rango de 50-100 nucleétidos, las cuales pueden ser
lecturas sencillas desde un solo extremo, SE (del in-
glés single end sequencing reads) o bien lecturas des-
de ambos extremos PE (del inglés pair end sequencing
reads) [Wang et al., 2009; Garber et al., 2011]. Aun-
que las longitudes sean cortas, el alto numero de lec-
turas generadas incrementaran la cobertura y per-
mitira extender la secuencia hasta poder, en algunos
casos, obtener la secuencia de todo el transcripto.
Ademas, cada lane tiene una capacidad para 24 mues-
tras o librerias de ADNc¢; sin embargo, entre mayor
es el nimero de muestras que se ubiquen en cada
lane de Illumina, los millones de lecturas por mues-
tra disminuiran. En el caso en el que se desee poten-
cializar la técnica a través de la obtenciéon de un mayor
nimero de lecturas por muestra, el uso de réplicas
biolégicas es adecuado [ Ryan Kim, UC Davis Genome
Center y Veridiana Cano, Illumina, comunicacién
personal].

El nimero de millones de lecturas deseables depen-
dera de varios factores. Uno de ellos es la disponibi-
lidad de un genoma de referencia que facilitara el
ensamblaje de las lecturas. Otro factor importante
es la informacion sobre el nimero de genes de la es-
pecie, pues lo que se busca es tener representado en
miles de lecturas cerca de la totalidad de genes ex-
presados.
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Secuenciacion directa de ARN-Tecnologia Helicos

Helicos/BioScience fue el primer sistema comercial
en disponer de una tecnologia de secuenciamiento por
sintesis capaz de secuenciar una molécula sencilla
[Harris et al., 2008; Thompson y Milos, 2011]. Mas
atn, esta compania ha desarrollado un método de
secuenciacién directo de ARN o DRS (del inglés direct
RNA sequencing), sin necesidad de la previa conver-
sion de ARN a ADN¢, método que fue reportado por
primera vez en transcriptos de Saccharomyces
cerevisiae y que aun esta en perfeccionamiento

[Ozsolak et al., 2009; Lipson et al., 2009; Levin, et al.,

2010; Ozsolak y Milos, 2011]. La secuenciacién direc-
ta de ARN podria disminuir alguno de los inconve-
nientes que se pueden presentar durante la conver-
sion de ARN a ADNec. Uno de los problemas mas
frecuentes es la obtencién de ADNe¢ quimérico, en
donde la cadena naciente se puede disociar del molde
ARN y posteriormente realinear a una cadena dife-
rente de ARN con una secuencia similar, e iniciar la
sintesis de nuevo [Mardis, 2011; Ozsolak y Milos,
2011]; sin embargo, hasta que la tecnologia DRS no
se establezca ampliamente, la obtencién de librerias

ADNc para RNA-seq seguira de lider.
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amplificacién en puente y uso de marcaje por fluorescencia de terminadores reversibles.
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Estrategias y consideraciones para experimentos

RNA -seq

Independiente de la plataforma de secuenciacion a usar,
es recomendable que cada muestra o libreria contenga
patrones de reconocimiento llamados codigos de barra o
barcodes, lo que permitira maximizar el nimero de mues-
tras a ubicar en un solo lane. Esta estrategia es conoci-
da como barcoding o multiplex. Cada barcode es una se-
cuencia corta, alrededor de cinco o seis nucleétidos, que
caracteriza cada muestra o libreria de ADNec. Esta se-
cuencia generalmente esta ubicada contigua a la secuen-
cia del adaptador en el fragmento de ADN¢ [Strickler
etal.,2012]. Los barcodes son muy tutiles, ya que permi-
ten no solo diferenciar las muestras, sino también que
hacen mas eficiente el uso de cada lane.

Los barcodes deben disefiarse uno por cada muestra o
libreria de ADNec. Aunque las companias de secuen-
ciacion ofrecen secuencias predisefiadas y probadas, el
disefio debe ser cuidadoso. Algunas de las recomenda-
ciones es que los dos primeros nucle6tidos no pueden
ser iguales de un barcode a otro; ademas, un barcode no
puede ser la secuencia reversa complementaria del otro,
ni tampoco pueden ser secuencias palindromas. Al ha-
cer uso del barcoding se debe tener en cuenta que el ta-
maino de cada lectura de los transcriptos se reducira en
aproximadamente 18 nucleétidos, pues en el ensambla-
je de estas se eliminaran tanto las secuencias de los
adaptadores como las de los barcodes [Strickler et al.,

2012].

Una vezrevisadas de manera general las tecnologias de
secuenciacién para RNA-seq, surge la pregunta de c6mo
escoger la plataforma de secuenciacién apropiada para
un proyecto RNA-seq. A partir de la premisa de simili-
tud en cuanto a rendimiento, precision y capacidad de
las lecturas desde ambos extremos del ADNc¢ (37y 57),y
que actualmente las tecnologias con mayor demanda son
Roche/454 y Solexa/Illumina, el punto critico para la
respuesta dependera de cudl es la longitud de las lectu-
ras que se desea obtener, asi como si se cuenta o no con
un genoma referencia e indudablemente del presupues-
to con el que se disponga, pues en términos generales, el
costo por base es menor con la tecnologia Illumina. Un
lane de Solexa/Illumina para RNA-seq en la actualidad
tiene un costo cercano a los 3000 délares.

Como se mencioné anteriormente, Roche/454 produce
lecturas mas largas con respecto a Solexa/Illumina; sin
embargo, cuando el propésito es realizar ensamblaje de
Novo, es decir, sin genoma de referencia, lo mas reco-
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mendable es obtener lecturas mas largas con el fin de
facilitar el ensamblaje. En este caso Roche/454 seria de
gran utilidad; no obstante, es necesario considerar que
el nimero de lecturas obtenidas no sera muy alto. Sise
dispone de un presupuesto cuantioso se puede realizar
un elevado nimero de lecturas, lo que facilitara el en-
samblaje. Alternativamente, si se cuenta con un genoma
referencia, las lecturas cortas obtenidas con Illumina
pueden ser la mejor opcion, ya que no es necesario en-
samblar el transcriptoma completo y el alto nimero de
lecturas que se generan daran mayor confiabilidad a
los datos para la cuantificacion de la expresion y para
otros fines como la deteccién de polimorfismos [Ozsolak

y Milos, 2011].

Para el ensamblaje de las lecturas existe una amplia
diversidad de programas bioinformaticos disponibles.
Hay programas especializados en la eliminacion de
barcodes, eliminacién de ruido, ete. Si se trata de un
ensamblaje de Novo, las lecturas seran ensambladas a
partir de contigs, es decir, en secuencias sobrelapadas,
de alli la importancia de tener secuencias mas largas.
Algo importante de este tipo de ensamblaje es que es
posible encontrar transcriptos que pueden no estar re-
presentados en el genoma, como por ejemplo eventos
de splicing alternativo o genes que no se expresan bajo
la condicién de estudio [Strickler et al., 2012].

Dentro de los programas bioinformaticos aplicados al
ensamblaje y analisis de RNA-seq se encuentra por
ejemplo Scriptuture, desarrollado en el Massachusetts
Institute of Technology. Este se ha empleado para el
estudio del transcriptoma de ratones [Guttman et al.,
2010]. Trinity es otro programa ampliamente usado, el
cual fue desarrollado por Broad Institute y la Hebrew
University of Jerusalem, que permite la reconstruc-
cion de transcriptos, reconoce eventos de splicing al-
ternativo y es especializado en analisis de muestras que
no tienen genoma de referencia [Grabherr et al., 2011].
El programa R ya ha disefiado un paquete estadistico,
denominado DEGseq, dirigido al analisis de la expre-
sién diferencial entre muestras y tratamientos [ Wang
et al., 2010]. Ademas de estos, actualmente existen

muchos otros programas utiles, probados y de acceso
gratuito [Ward et al., 2012].

Uno de los objetivos al emplear la tecnologia de RNA-
seq no es solo identificar la presencia de transcriptos,
sino la de cuantificar el nivel de expresién de cada uno.
En este sentido aquellas lecturas que se encuentren en
alta proporcién representaran niveles altos de expre-
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sién de determinado gen y aquellos transcriptos au-
sentes, o con un bajo nimero de lecturas, seran aque-
llos que o no se expresan o lo hacen a niveles muy bajos
[Schenk et al., 2012]. En algunos casos se realizan
normalizaciones quimicas en las librerias ADNc con el
fin de igualar su abundancia. De esta manera aquellos
transcriptos altamente expresados no seran los iinicos
para los que se obtengan lecturas en la secuenciacién
[Ward et al., 2012]. Para este fin existen comercialmen-
te diferentes kits, y por lo general estan asociados con
cada plataforma de secuenciaciéon. En otras situacio-
nes lo que se desea es comparar el perfil de expresién
génica entre diferentes muestras que pueden correspon-
der a tratamientos, tejidos o condiciones.

Para los analisis de las lecturas generadas por RNA-
seq es muy frecuente el uso de varios parametros esta-
disticos. Uno de ellos es el RPKM (del inglés reads per
kilobase of exon per million mapped reads). Con este
parametro es posible cuantificar niveles de transcriptos,
y facilita la comparacién entre muestras [Mortazavi et
al.,2008]. Otro parametro util y muy usado es el fold
change de las lecturas que corresponde a la divisién del
numero de lecturas generadas para un gen particular
en una muestra vs. el de la otra. Al estimar este
parametro es posible correlacionar la expresion de un
gen en dos condiciones distintas, asi como establecer
radios de expresion génica diferencial entre tratamien-

tos [Auer y Doerge, 2010].

RNA-seq y sus aplicaciones enfocadas al estudio
de interacciones planta-patogeno

Dentro de los retos de la fitopatologia estan el detallar
c6mo los patégenos son reconocidos por sus hospede-
ros y como se establecen interacciones de resistencia 'y
susceptibilidad. En este sentido la biologia moleculary
la bioinformatica, asi como el estudio de la expresién
génica en eventos de patogenicidad han contribuido de
manera importante [Verhage et al., 2010; Lodha y
Basak, 2012; Schenk et al., 2012].

Actualmente el entendimiento molecular que se tiene
de las interacciones planta-patégeno ha permitido de-
sarrollar un modelo de la funcién y evolucion de la in-
munidad vegetal [Jones y Dangl, 2006]. Segin este
modelo denominado zigzag, el primer evento o fase de
la respuesta de resistencia consiste en la capacidad de
reconocimiento de moléculas conservadas en los
microorganismos conocidas como PAMP (del inglés
pathogen associated molecular patterns) o MAMP (del

inglés microbe-associated molecular patterns). Dentro de

las moléculas reconocidas de este tipo, las mas estudia-
das son la flagelina (flg22) [Felix et al., 1999; Chinchilla
etal.,2006], el factor de elongacion Tu (EF-Tu) [Zipfel
et al., 2006], los lipopolisacaridos (LPS) y la quitina
[Kaku et al., 2006]. El reconocimiento de PAMP de-
pende de proteinas denominadas PRR (del inglés
pathogen recognition receptors), las cuales son proteinas
de reconocimiento ubicadas generalmente en la mem-
brana plasmatica de la célula vegetal [Gomez-Gomez y
Boller, 2000; He et al., 2007; Boller y Yang He, 2009;
Zipfel, 2009; Thomma et al., 2011].

El primer PRR identificado y mas estudiado es el re-
ceptor de flg22, denominado FLS2, el cual es una pro-
teina transmembranal con un dominio extracelular rico
en repeticiones de leucinas (LRR, leucine rich repeats)
y un dominio serina/treonina kinasa intracelular, posi-
blemente encargado de la comunicacion de la sefial. La
proteina FLS2 es clasificada como un receptor con ac-
tividad kinasa (RLK, Receptor-Like Kinase) [Gémez-
Gomezy Boller, 2000; Asai et al., 2002]. No fue hasta el
2006 cuando se hizo posible la clonacién del receptor
EFR quereconoce al PAMP EF-Tu, el cual también es
de tipo RLK [Zipfel et al., 2006]. Esta primera res-
puesta basada en la interaccién entre PAMP-PRR es
denominada como inmunidad mediada por PAMP o PT1
(PAMP triggered immunity). Este tipo de inmunidad
generalmente detiene la infeccion antes de que el mi-
croorganismo comience su multiplicacion y es suficien-
temente efectiva contra patégenos potenciales no adap-

tados [Chisholm et al., 2006].

Una vez que se da la percepcion del ligando por parte de
los PRR se desencadena una cascada de sefializacién
mediada principalmente por MAP Kinasas (del inglés
mitogen associated protein kinase) [Gohre y Robatzek,
2008; Colcombet y Hirt, 2008; Beckers et al., 2009], que
finaliza con la activacion de factores de transcripcién, lo
que conlleva a una reprogramacion en la expresion génica.
Por ejemplo, en Arabidopsis se ha establecido que la in-
duccién de la expresion de los genes FRK, At2g17740 y
WRKY22/29 es un criterio diagnéstico de la activacion
de la PTI [Asai et al., 2002; Shan et al., 2008]. Adi-
cionalmente estas respuestas estan asociadas con even-
tos de apertura de canales i6nicos en la membrana
plasmatica, produccion de especies reactivas de oxigeno
y fortificacion de paredes celulares a través de la deposi-
ci6én de callosa [ Buchanan et al., 2000; Zipfel, 2008; 2009].

Durante la evolucion, un grupo particular de patégenos
desarroll6 un tipo especial de proteinas denominadas
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efectoras, que al ser inyectadas al interior de las células
de las plantas hospederas bloquean la PTI y logran una
colonizacion exitosa [Jones y Dangl, 2006]. Este tipo de
interacciones se denominan compatibles, y el resultado
para la planta es el desarrollo de la enfermedad. Segin
el modelo zigzag propuesto, este tipo de interacciones
cae bajo el concepto de ETS (del inglés effector triggered
susceptibility); sin embargo, las plantas frente a esta
situacion desarrollaron una segunda rama de la inmu-
nidad basada en el reconocimiento de proteinas efectoras
del patégeno, tercera fase del modelo zigzag. Esta in-
munidad es denominada como ETI (del inglés effector
triggered immunity). La ETI depende de la presencia de
proteinas de resistencia que pueden reconocer, de ma-
nera directa o indirecta, efectores. Este reconocimiento
desencadena una reaccion de incompatibilidad o resis-
tencia [Chisholm et al., 2006; Jones y Dangl, 2006; Dodds
y Rathjen, 2010]. De manera similar a la PTI, parte de
las respuestas desencadenadas durante la ETI incluyen
la reprogramacién de la expresion génica. El estudio de
esta reprogramacién permite conocer los mecanismos
moleculares de respuesta, y es susceptible de ser estu-
diada mediante la técnica RNA-seq.

La induccién de varios genes importantes para la de-
fensa vegetal se ha identificado durante las respuestas
ETI. Producto de la expresién de estos genes se encuen-
tran las proteinas PR (del inglés pathogenesis-related
proteins) [Loon y Strien, 1999]. Algunas proteinas co-
dificadas por estos genes PR tienen actividad quitinasa
y glucanasa. En la cascada de senalizacion que lleva a la
transcripcién de estos genes, el acido salicilico SA (del
inglés salycilic acid) y el etileno desempenan una fun-
cion reguladora y sinérgica. Asimismo, se ha encontra-
do que la activacién de grupos de genes PR puede ser
mediada por patégenos a través de un mecanismo lla-
mado resistencia sistémica adquirida o SAR (del inglés
systemic acquired resistance). Para que este mecanismo
ocurra, la infeccién inicial debe resultar en una lesién
necrética, como parte de una respuesta hipersensible o
HR (del inglés hypersensitive response). La activacién
de SAR produce una reduccién de los sintomas de la
enfermedad ante un siguiente ataque del patégeno e
incluso algunos otros tipos de patégenos no relaciona-
dos con el de la primera infeccién [Durrant y Dong,

2004].

Las proteinas PR son una gran familia, y aunque mu-
chas de ellas fueron inicialmente encontradas en tabaco
y en Arabidopsis, su induccién por patégenos se ha re-
portado en diversas especies vegetales [ Loon y Strien,
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1999]. Mas atin, sureconocida actividad de defensa ante
eventos de patogénesis ha convertido a estos genes PR
en genes marcadores de defensa, y ha hecho que la me-
dicion de los niveles de su expresién sea ampliamente
utilizada en estudios de interacciones planta-patégeno

[Slaughter et al., 2012; Zhang et al., 2012].

La reprogramacion de la expresion génica durante las
reacciones de PTI, ETS y ETI ha sido bastante estu-
diada en diferentes patosistemas a través de la aplica-
cién de microarreglos o cDNA-AFLP (del inglés
amplified fragment length polymorphism). En el modelo
Arabidopsis, a través del estudio de perfiles de expre-
sion de ARNm con microarreglos y frente a interac-
ciones con P, syringae, fue demostrado que las respuestas
entre interacciones compatibles (bacteria virulenta), in-
compatibles (bacteria avilurenta) y no hospedero (P syrin-
gae pv. phaseolicola), son similares, y que las diferen-
cias en expresion encontradas son cuantitativas en
cuanto a la intensidad y en la rapidez con la que se
producen; sin embargo, la respuesta vegetal en la
interaccién incompatible es robusta en términos de al-
tos niveles de expresion de los genes de resistencia RPS2
y RPM1, los cuales activan la respuesta mediada por
los genes avr avrRpt2 y avrB, avrRpm1 de P. syringae
[Tao et al., 2003]. Asimismo, el empleo de microarreglos
contribuy6 a la identificacion del receptor EFR que
reconoce el PAMP Ef-Tu [Zipfel et al., 2006]. También
recientemente esta técnica permitié profundizar en el
entendimiento de la actividad de las citoquininas en la
inmunidad vegetal, y puso en evidencia que este
fitorregulador regula positivamente el incremento de
las respuestas de defensa mediada por acido salicilico y
mas aun, que este ultimo tiene una retroalimentacién
negativa al inhibir la sefializacién de citoquininas

[Argueso et al., 2012].

De manera mas general los microarreglos han permiti-
do el estudio de la reprogramacién génica en Arabidopsis
en respuesta a virus [ Whitham et al., 2003], a hongos
[Ramonell et al., 2002] e incluso a nematodos [ Puthoff
etal.,2003]. También se han empleado microarreglos
de papa para el estudio de las interacciones incompati-
bles con Phythophtora [Avrova et al., 1999], pero tam-
bién durante la interaccion compatible [ Restrepo et al.,
2005]. En arroz los perfiles de expresién por microarre-
glos se han estudiado frente a infeccién por patégenos
como Xanthomonas oryzae pv. oryzae y Magnaporthe

oryzae [Liet al., 2006].
En cuanto al uso de cDNA-AFLP para analisis de

transcriptomas vegetales en patosistemas, esta ha sido
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aplicada fundamentalmente para la bisqueda de perfi-
les polimérficos, relacionados con la expresion de genes
frente al ataque por patégenos [Birch y Kamoun, 2000;
Durrant et al., 2000]. También a través de cDNA-AFLP
se han estudiado perfiles de expresion relacionados con
respuesta hipersensible en tabaco y tomate [ Vandena-
beele et al., 2003; Gabriéls et al., 2006], asi como en
resistencia sistémica adquirida en Arabidopsis [Maleck
etal.,2000]; sin embargo, como se mencioné antes, es-
tas técnicas o bien requieren de pasos de hibridacién
como los microarreglos, o poseen una baja cobertura
de transcriptos. Esto hace que la alternativa del uso de
RNA-seq sea llamativa y muy prometedora.

Antecedentes del uso de RNA-seq en interacciones
planta-patégeno

Los primeros trabajos de secuenciacién de ADNc en
plantas se llevaron a cabo en Medicago truncatula,
Arabidopsis thaliana y Zea mays con la tecnologia 454.
En estos reportes se identificaron mas de 17 000 genes
de Arabidopsis, 25 000 secuencias genémicas en maiz
que no estaban anotadas ni tenian similitud alguna con
otras especies, y 400 SSR (del inglés simple sequence
repeats) en M. truncatula [ Cheung et al., 2006; Emrich
etal.,2007; Weber et al., 2007]. Desde entonces el RNA-
seq mostré ser altamente sensible y prometedor para
el analisis profundo de transcriptomas en plantas. Dado
lo novedoso de la técnica, los estudios en interacciones
planta-patégeno, en donde se hace uso de RNA-seq,
son escasos. A la fecha se han reportado estudios en
Arabidopsis thaliana, algodén y soya, pero en otras es-
pecies como yuca y maiz las investigaciones estan en
desarrollo.

Uno de los trabajos mas recientes enfocado al analisis
de miltiples genomas y transcriptomas en Arabidopsis
con el uso de RNA-seq revelé que la variacién en los
niveles de expresién génica es mucho mayor en genes
que estan involucrados en respuestas a estrés biético.
Asimismo, que los genes de resistencia de las subfamilias
NB-LRR (del inglés nucleotide binding leucine rich
repeat), coiled-coil, receptores Toll interleuquina-1 y
genes relacionados con defensa codifican para protei-
nas mas variables que aquellas codificadas por genes
del metabolismo basal [ Xiangchao et al., 2011].

En el patosistema algodon- Verticillium dahliae se re-
porté inicialmente, mediante microarreglos, cambios
transcriptémicos en las respuestas de defensa de 211
genes, asi como la activacion de la respuesta de defensa
basal correspondiente a la PTI y a la rapida produc-

cién de fitoalexinas, terpenoides y felipropanoides [Cui
etal.,2000]. No obstante este conocimiento, el enten-
dimiento de las respuestas de defensa del algodén ante
V. dahliae era limitado. Recientemente, a través de la
aplicacion de RNA-seq y la plataforma Illumina, se lo-
gr6 obtener el primer analisis global del transcriptoma
de defensa en algodén. En este estudio se pudo
monitorear los perfiles de expresién en raices a las 4,
12, 24 y 48 h posinoculacién (hpi), se detecté expresion
diferencial en mas de 3000 genes, lo que permitié enri-
quecer el entendimiento de c6mo los genes involucrados
en actividad enzimatica, especialmente en la ruta
metabdlica fenilpropanoide, estan involucrados en even-
tos de respuesta [Xu et al., 2011]. También se reporta-
ron niveles de lignificacién y actividad enzimatica
contrastante, asi como expresion génica diferencial en
plantas resistentes y susceptibles al hongo.

En soya, con RNA-seq, fueron mapeados mas de 43 000
genes con el genoma referencia de esta especie, y se estu-
diaron expresiones diferenciales de mas de 1000 genes en
lineas casiisogénicas alas 0, 6 y 12 hpi con Xanthomonas
axonopodis pv. glycines (Xag), agente causal de la BPL
(del inglés bacterial leaf pustule) de la soya. Asimismo,
bajo este enfoque, se detecté la sobrexpresion de PRR y
genes que son inducidos por estos en lineas resistentes a
Xag [Kimetal., 2011]. En esta investigacién se unieron
tres réplicas biologicas de cada tiempo 0, 6 y 12 hpi, se
corrié un lane de Illumina para cada uno de ellos y se
obtuvo mas de 125 millones de reads. También en soya 'y
con la tecnologia Illumina, pero en un estudio de laroya,
otra de las enfermedades mas limitantes de este cultivo,
recientemente se analizaron patrones de expresion de
genes con el objetivo de dilucidar los eventos moleculares
que ocurren tras la infeccién por parte del hongo
Phakopsora pachyrhizi [Tremblay et al., 2011]. En plan-
tas susceptibles y en etapas avanzadas de infeccion, un
alto porcentaje de genes involucrados en el metabolismo
de sintesis de aminoacidos, carbohidratos y lipidos fue-
ron detectados con regulacion negativa. Por el contra-
rio, muchos otros genes relacionados con rutas metabé-
licas implicadas en defensa se sobrexpresaron en etapas
iniciales de la infeccién. De acuerdo con los autores,
muchos de los genes encontrados en este trabajo han
dado luces para el desarrollo de un programa de mejora-
miento genético enfocado a lograr resistencia amplia con-
tralaroya de la soya a través de sobrexpresién o silencia-
miento génico [Tremblay et al., 2011].

El RNA-seq también ha sido aplicado para analisis de
perfiles transcriptémicos en fitopatégenos. Es el caso
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de Phytophthora phaseoli, agente causal del mildeo ve-
lloso en lima bean, Phaseolus lunatus. Poco se conoce de
la base molecular de la interaccion de este oomycete con
su hospedero. En esta investigacion con la tecnologia
Illumina para RNA-seq se compararon los transcrip-
tomas de tres tratamientos: el primero P. phaseoli cre-
ciendo bajo condiciones de cultivo, el segundo P phaseolt
infectando a P. lunatus tres dias posinoculacién (dpi), y
el tercero a los seis dpi. Se trabajaron dos réplicas bio-
légicas por tratamiento y un total de 150 millones de
reads fueron obtenidos. Los resultados mostraron simi-
litud en 10 427 genes de P. phaseoli con el genoma de
P, infestans, de los cuales 318 son genes putativos de
virulencia, y que mostraron ser sobrexpresados en los
transcriptomas del patégeno en interaccion con la planta
[Kunjeti et al., 2011]. Este reporte muestra que esta
herramienta también tiene un gran potencial en inves-
tigaciones direccionadas hacia el estudio de transcrip-
tomas en fitopatégenos.

Sin duda la implementacién de RNA-seq esta dentro de
las actuales y futuras proyecciones de investigacién en
diversos patosistemas. A modo de ejemplos esta el maiz
(Zea mays-Aspergillus flavus) y la yuca (Manthot esculenta-
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam)). En maiz
se planea encontrar genes expresados diferencialmente
entre lineas susceptibles y resistentes, asi como inte-
grar esta informacién del transcriptoma con la presen-
cia de QTL (del inglés quantitative trait loct), ya repor-
tados de resistencia a la acumulacién de aflatoxinas

producidas por el patégeno [Kelley et al., 2010].

En yuca actualmente se desarrolla una estrategia en
donde se combinara la informacion arrojada por RNA-
seq de lineas resistentes y susceptibles a Xam y el
genoma referencia, con el fin de asignar funciones puta-
tivas a muchos de los 35 000 genes de la yuca. Asimis-
mo se busca identificar los genes que se inducen o repri-
men frente al ataque de la bacteria, y finalmente realizar
identificacién de SNP con el fin de establecer relaciones
entre estos marcadores y QTL para resistencia [ Lépez
y Bernal, 2012]. Este enfoque contribuira de manera
determinante no solo en el mejor entendimiento de la
interaccién molecular de este patosistema, sino tam-
bién aportara informacién para incrementar el nimero
de marcadores presentes en el mapa genético de yuca,
lo que facilitara la clonacién de genes R contra la
bacteriosis vascular de yuca.

De igual forma, hoy por hoy es factible la posibilidad
de profundizar en preguntas como ;cudles son aquellos
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genes que son expresados en el hospedero ante el ata-
que de un fitopatégeno?, incluso, ;cudles son aquellos
genes que son expresados en una planta dentro de un
sistema heter6logo no hospedero?, ; cuales son aquellos
genes que se expresan en el patégeno frente a la
interacciéon con su hospedero?, ; cual es el nivel de esta
expresion?, ;en qué momento después de iniciada la
interaccién ocurre?, ;de manera temprana o tardia?,
¢cudles son esos nuevos transcriptos que no pudieron
ser identificados con previas técnicas para analisis de
transcriptoma?, ;c6mo en determinado patosistema la
estructura génica en cuanto a exones y sitios de splicing
alternativo estan relacionados con activaciones de res-
puestas de defensa? Las respuestas a estos y otros
cuestionamientos pueden encontrarse bajo el enfoque

de RAN-seq.
Conclusiones, retos y perspectivas futuras

* El secuenciamiento masivo de ADNc permite am-
pliar los rangos de deteccion de transcriptos que se
lograron en su momento bajo la herramienta de
microarreglos. Es evidente el gran potencial que tie-
ne el RNA-seq en cuanto a reconocimiento de genes
relacionados con defensa, factores de transcripcion
involucrados en activaciones de respuesta génica y
determinacién de expresién diferencial, incluso cuan-
do el conocimiento del genoma es escaso o incluso
nulo.

* Asimismo, el conocimiento generado por el RNA-seq
contribuira de manera importante dentro de progra-
mas de fitomejoramiento. Con la informacién gene-
rada sera posible la identificaciéon de nuevos genes
blancos para su uso en transformacién genética, en
busqueda de expresion génica que se traduzca en el
desarrollo de plantas resistentes a patégenos. Con
seguridad, en el futuro cercano la literatura enfoca-
da a interacciones planta-patégeno contendra un sin-
numero de reportes alrededor de esta herramienta
transcriptémica. Mas atn, las tecnologias de NGS
avanzaran, y en esa medida la herramienta se volve-
ra cada vez mas poderosa, mejoraran sus rendimien-
tos, se podran obtener lecturas mas largas en un
menor tiem]_oo7 Yy por supuesto a menores costos.

* El secuenciamiento directo de ARN es uno de los
mayores retos que presenta la técnica; sin embargo,
las investigaciones, desarrollos y comprobaciones al
respecto estan en marcha, y pronto la alta oferta de
esta tecnologia serd una realidad [Ozsolak et al., 2009;
Ozsolak y Milos, 2011]. Asimismo, el reto compu-
tacional es grande, el andlisis de millones de lecturas
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que generan archivos de tamafios enormes requiere
del desarrollo de herramientas bioinformaticas cada
vez con mayor capacidad de analisis, rendimientos
mas altos, procesos de ensamblaje mas sencillos, asi
como con capacidad de caracterizacion precisa de es-
tructura y dinamica de transcriptoma. Estos son
otros de los retos que tiene esta poderosa herramienta
transcriptéomica para los préximos anos.

* Elreto para la fitopatologia es explotar la utilidad
de esta herramienta transcriptémica y a través de
ella profundizar en el entendimiento de las comple-
jas interacciones planta-patégeno, asi como revelar
eslabones moleculares involucrados que hasta hoy no
habian podido ser revelados.
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