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INTRODUCCION

El girasol (Helianthus annuus L.) es la segunda oleaginosa en importancia a nivel
nacional, siendo el aceite de la semilla el principal producto comercializado. En la
actualidad, las malezas son una importante causa de la disminucién del rendimiento
del cultivo, pudiendo generar hasta un 70% de pérdidas, por lo tanto, es necesario un
eficiente control de las mismas para mantener la rentabilidad de su produccion.

Los herbicidas del grupo de inhibidores de AHAS (enzima acetolactato sintasa)
permiten el control de un amplio espectro de malezas y son efectivos a bajas dosis de
aplicacién. En girasol, la resistencia a inhibidores de AHAS es conferida por
mutaciones puntuales localizadas en uno de los tres genes codificantes para AHAS.
De modo que el conocimiento preciso de los patrones de expresion de estos genes en
los tejidos blanco del herbicida resulta de particular importancia.

Los andlisis de expresion génica por medio de técnicas transcriptomicas sensibles,
tales como la PCR cuantitativa (RT-qPCR), requieren de mediciones precisas y
reproducibles de los niveles transcripcionales de los genes de interés. Normalmente,
estos estudios se ven afectados por las condiciones de trabajo (Derveaux et al. 2010),
de modo que se requiere necesariamente de la amplificacién de un gen de referencia
junto con el gen evaluado para calibrar la variabilidad experimental (Chen et al. 2011).
Un gen de referencia adecuado debe expresarse en un nivel constante en el tejido
blanco y bajo las condiciones de trabajo (Andersen et al. 2004). El uso de inapropiado
genes de referencia puede llegar a cambiar radicalmente la interpretacion del patron
de expresion de un gen de interés. Es por esto que la falta de validacion de los genes
de referencia compromete la exactitud de los resultados obtenidos por RT-gPCR
(Gutierrez et al. 2008). En plantas, el nimero de genes de referencia validados para
este tipo de estudios todavia es limitado.

En la actualidad, la mayor parte de los genes normalizadores empleados en los
ensayos de plantas son genes de funciones celulares fundamentales como actina,
tubulina, factor de elongacion 1 y ARN ribosomal 18S y 40S (Maroufi et al. 2010; Wan
et al. 2010; Cuevas et al. 2008; Cruz et al. 2009), pero se ha demostrado que algunos
de ellos pueden variar su expresion de acuerdo a las condiciones experimentales y en
funcion del tejido en estudio (Gutierrez et al. 2008; Nicot et al. 2005; Wan et al. 2010).
Numerosos estudios de genes candidatos se han llevado a cabo en diferentes
especies, tales como en papa (Nicot et al. 2005), arroz (Jain et al. 2006) y sésamo
(Wei L et al. 2013) También, se han realizado estudios apuntados a la busqueda de
nuevos genes de referencia (Libault et al. 2008).

En girasol, el Unico antecedente de este tipo de ensayos se desarroll6 en hojas de
plantas expuestas a distintos tratamientos en el cual se ensayaron ocho genes
tradicionalmente utilizados (Fernandez et al. 2011). Debido a esto, la identificacién de
nuevos genes referentes y la evaluacion de genes tradicionales en una amplia gama
de tejidos y estadios del desarrollo serd de utilidad para los futuros estudios
transcriptomicos de la especie.

METODOLOGIA
Obtencién del material vegetal

Se trabajé con la linea publica americana HA89. Se obtuvieron dos muestras
biolégicas de diferentes tejidos y estadios del desarrollo segin se describe a
continuacion. El tejido vegetativo se obtuvo de plantulas cultivadas en camara de
incubacién en condiciones de temperatura e iluminaciéon controladas (25 + 2 °C y
12/12 horas luz/oscuridad respectivamente) hasta alcanzar los 15 dias post
germinacion. Los aquenios se sembraron en germinadores tipo multimacetas con



perlita como soporte inerte. El riego se realiz6 por capilaridad con una solucién
nutritiva formulada sobre la base salina de Murashige y Skoog al 25%. Se colectaron
hojas y raices en estadio de 8 dias y 15 dias post germinacion.

Por otro lado, el tejido reproductivo fue obtenido de plantas cultivadas a campo. Se
efectuaron siembras escalonadas en la fecha normal para el cultivo para disponer de
plantas en los estados reproductivos, desde inicio de floracién (estado estrella) hasta
madurez fisioldgica (35 dias post floracion). Se registré la fecha de polinizacion en la
qgue el primer tercio de la inflorescencia inici6 la liberacion del polen. Se colectaron
diferentes tejidos de flores y embriones inmaduros en los distintos estadios a partir del
primer tercio de la inflorescencia. Las flores fueron colectadas en estadio de boton
floral (estadio 1) y estadio masculino (estadio 3) segun el calendario reproductivo
descripto por Miller (1987). Las flores fueron disecadas y se separaron ovario y pistilo
por un lado y por otro los estambres. Los embriones fueron colectados 9 y 25 dias
luego de la polinizacion.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se colectaron aproximadamente 300mg de cada una de las muestras y las mismas
fueron contenidas en microtubos y almacenadas a -80°C hasta el momento de su
utilizacion. Luego, fueron maceradas con micropilon hasta obtener un polvo fino. La
purificacion de ARN total se realizd6 mediante el PureLinkTM RNA Mini Kit (Invitrogen
Life technologies) y su cuantificacién se realizo por espectrofotometria. La integridad
del ARN fue verificada en geles de agarosa al 1%. La electroforesis se llevé a cabo en
una cuba horizontal en buffer TBE 1X manteniendo el amperaje constante a 60mA y
se observé en transluminador. EI ADNc fue sintetizado a partir de 10uL del ARN total
obtenido de cada una de las muestras, utilizando SuperScript® First-Strand Synthesis
System for RT-gPCR (Invitrogen Life technologies). Una dilucibn adecuada de los
productos obtenidos por transcripcion reversa fue utilizada como molde para la
amplificacién del ADNc.

Seleccién de genes putativos y disefio de cebadores especificos

Se seleccionaron 12 genes para evaluar su estabilidad en diferentes tejidos y estadios
del desarrollo, cuatro genes tradicionalmente utilizados en estudios de expresion
(ACT, TUB, UBQ6 y EF1) y ocho genes nuevos (MIR171, MIR156, SKIP16, ARNr 26S,
ETIF5, PEP, UNK1 y UNK2). De los nuevos genes, dos codificaban para microARN
(MIR156 y MIR171) los cuales habian sido reportados como altamente estable en
hojas de lechuga expuestas a diferentes condiciones de estrés abidtico (Borowski et
al. 2014). Dos secuencias correspondieron a genes codificantes para proteinas
conocidas (la proteina de unién a ADN SKIP16 y la ARN polimerasa de codificacién
plastidica PEP) las cuales presentaron expresion estable en diferentes tejidos de soja
en estudios previos (Hu et al. 2009). También se seleccionaron dos genes codificantes
de proteinas de funciébn desconocida (UNK1l y UNK2) que fueron reportadas
previamente como genes de alta estabilidad en estudios de expresién en soja y mani
(Hu et al. 2009; Wei et al. 2013). Ademas, se escogieron a ARNr 26S, un gen
codificante de la subunidad ribosomal 26S de mitocondria y a ETIF5 cuyo gen codifica
para el factor de iniciacién transcripcional 5 (Fernandez et al. 2011, Huis et al. 2010).
Las secuencias de girasol de los genes codificantes para proteinas fueron extraidas de
la base de datos GeneBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Se realizaron
estudios de similitud para identificar las secuencias homélogas de UNK1 y UNK2
(At3G13410; At4G33380) de girasol. Para ello, se contrasté la secuencia de los genes
de Arabidopsis con la base de datos de secuencias expresadas de girasol por medio
del programa Blast estableciendo parametros astringentes de comparacion utilizando
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el algortimo Megablast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Fueron seleccionadas
las secuencias de girasol con alta similitud (id>60% y eV<e-50). Por otra parte, la
secuencia correspondiente al precursor de los microARN (MIR156 y MIR171) de
girasol fue extraida de la base de datos de precursores de microARN, miRBASE
(http://www.mirbase.org/). En la Tabla 1 se enumeran las accesiones de girasol de
cada uno de los genes seleccionados.

Se disefiaron ceabadores especificos para cada uno de los genes escogidos utilizando
el programa Primer3  Plus (http://www.bioinformatics.nl/cqi-bin/primer3plus/
primer3plus.cgi) contemplando un contenido de GC mayor al 60%, Tm de 63-67°C,
tamafio del amplicén de 90 a 260 nucleétidos y asegurando baja probabilidad de
autoempalme. Se evalué la especificidad de los cebadores contrastando la secuencia
de los mismos contra la base de datos de secuencias expresadas de girasol por medio
del programa PrimerBlast de NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/primer-blast.cqi.).

Tabla 1. Caracteristicas de los genes seleccionados para los estudios de estabilidad.

Genes N° de Locus ortélogo de %ld Descripcion del Funcién
Accesion A.thaliana locus
ACT DY915068 AT5G09810 90% Actina 7 Proteina del citoesqueleto
de funcion estructural
TUB DY921120 AT1G75780 96% Tubulina beta  Proteina del citoesqueleto
de funcion estructural
EF1 DY907212 AT1G56070 94% Factor de Factor de elongacion de la
elongaciénl traduccién
PEP DY912398 AT4G35800 87% RNA Pol ARN Polimerasa de
codificacion plastidica
SKIP GE522343 AT1G06110 60%  F-box SKIP Proteina de caja-F
SKIP 16
MIR171 MI0022246 MI0000214 70% miR171 Precursor de microARN
170/171
UBQ6 CX947085 AT2G47110 67%  Ubiquitina 6 Unién y modificacion
proteica
ETIF5 DY929865 AT1G69410 89% Factor de Factor de iniciacion
iniciacion de la transcripcional 5
transcripcién 5
26S ARNr  BQ969069 AT3G41950 96% ARNr 26S Subunidad ribosomal
mitocondrial 26S
MIR156 MI002228 MI0000178 86% miR156 MicroARN 156
UNK1 DY924449 AT3G13410 60% Proteina Desconocida
hipotética
UNK2 GE512112 AT4G33380 68% Proteina Desconcida
hipotética

Amplificacion de fragmentos por PCR cuantitativa (RT-gPCR)

Para identificar el nivel de expresion de cada uno de los ocho genes en los tejidos y
estadios evaluados se determiné el nivel de transcriptos por medio de RT-gPCR. Se
utilizé el equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN®) con HRM (Desnaturalizacion de alta
resolucion). Cada reaccién se llevé a cabo por duplicado en un volumen final de 15ul a
partir de 3ul de ADNc 8.5ng/uL, 1x de SYBR Green mezcla de PCR (Mezcla Real®,
Biodynamics, Argentina), 0,4mM de cada uno de los cebadores. Se incorporaron
ademas controles sin templado en donde no se evidencié amplificacion.

Se programaron 42 ciclos y cada ciclo de PCR consistié en 15s a 95°C, 30s a 60-65°C
(61°C para los genes ACT, EF1, PEP, MIR171, ETIF5 y MIR156 y 64°C para UNK1,
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UNK2, TUB, SKIP y ARNr 26S) y 40s a 72°C. Los estudios de desnaturalizacion de los
productos se realizaron en rampa de 0,5°C/s. El valor de Cq y el factor de eficiencia
(E), asi como las curvas de desnaturalizacion, fueron obtenidos a partir del programa
Comparative Quantitation del Rotor-Gene Q software (version 1.7, Corbett Research).

Analisis estadistico de la estabilidad de expresion

La estabilidad de la expresion de los genes se analizdé aplicando los programas
NormFinder, BestKeeper y complemento del programa gbase+ de Biogazelle, GeNorm
(Andersen et al. 2004, Pfaffl et al. 2004, Vandesompele et al. 2002). El primero utiliza
un modelo basado en el andlisis de la variancia (ANOVA) para estimar variaciones
inter e intra grupales y provee una medicién directa de la variacion de expresion para
cada gen. En el caso del programa BestKeeper, los ciclos de cuantificacion (Cq) de los
genes que presentan menor variacion son combinados en el indice BKI. Cada Cq es
enfrentado al indice BKI a través de una correlacion de Pearson a fin de evaluar la
variabilidad de los datos y concluir que genes son competentes para ser utilizados
como referencia. Por ultimo GeNorm genera un ranking de los referentes evaluados de
acuerdo al valor del indice de estabilidad M, de acuerdo al programa éste no debe ser
mayor a 1.5.

Validacion de los genes de referencia

A fin de confirmar la estabilidad de los potenciales genes de referencia, se midieron los
perfiles de expresion del gen ahasl, el cual codifica para la enzima acetohidroxiacido
sintasa, y se normalizaron con los tres mejores genes candidatos y el peor de ellos,
clasificados segun los programas empleados. En trabajos previos se ha evidenciado
una expresion mayoritaria de este gen en hojas jovenes (Ochogavia et al. 2014) de
modo que se evalué su expresidbn en muestras de hojas de 8 y 15 dias post
germinacion a fin de evidenciar dicha diferencia de abundancia.

RESULTADOS
Seleccidn de los genes putativos y amplificacion de los mismos

De los ocho genes seleccionados, cuatro correspondieron a genes constitutivos
tradicionalmente utilizados como referentes en estudios de expresién génica (UBQ,
ACT, TUB y EF1) y ocho fueron genes no convencionales identificados en otras
especies como altamente estables (SKIP16, MIR171, MIR156, ARNr 26S, PEP, UNK1,
UNK2 y ETIF5). Se disefiaron cebadores especificos a partir de secuencias de girasol.
Las secuencias de los genes tradicionales fueron extraidas directamente de la base de
datos GeneBank y las de los genes no tradicionales se identificaron por medio de
estudios de homologia en las bases de datos de secuencias expresadas de girasol de
NCBI y miRBASE. En todos los casos, las secuencias identificadas compartian mas
del 60% de identidad y su valor-e fue inferior a e-50. En la Tabla 2 se detalla la
secuencia de los cebadores, el tamafio del amplicon y la temperatura de
desnaturalizacion de los mismos.



Tabla 2. Caracteristicas de los genes y cebadores seleccionados para los estudios de
estabilidad.

Genes N° de Cebadores 5°-3"; Tamafio Tm °C
Accesion senido(+)/antisentido(-) producto (+/-)

ACT DY915068 CAGGCCGTGCTTTCCCTCTA/ 145 pb 64,8/64,8
GGTCACGACCAGCGAGATCA

TUB DY921120 TCTGCCACCATGTCGGGAGTT/ 252pb  64,1/65,3

GTAACGCCCGTGTCGTGGGTC

EF1 DY907212 TGCCCAAGAAGTTGCTGGTG/ 189 pb 64,6/65,3
ACGTGCCCAGGTGAGTCGAT

PEP DY912398 ACCGGGCCAATGATGAGGTGT/ 126 pb 64,2/64,5
AGGAGCAAGCTGGCCCAACA

SKIP GEb522343 ACGCTCGAACCTGAACACCGC/  135pb 65,7/65,8
AAGAACATGCCCGCCGCCTC

MIR171 MI1002246 ACGAGATGTTGGTTCGGTTCAA/ 93pb 60,9/63,1
CACGTGATATTGGCACGGCTCA
UBQ6 CX947085 CCTCTTCTTCGCGCCACCGC/ 131pb  66,6/66,6
CACCGGACCAACAGCGTCCC
ETIF5 DY929865 GGCCGATGCAGGTGCTTCCA/ 136pb  64,6/63,3
AGCATGACCGTGCTTGCCAGT
26S ARNr BQ969069 GCCTCCCGGTTCCGGTTTCA/ 125pb  64,6/64,6
TACCAAGAGGCACGGCAGGC
MIR156 MI002228  AACGAGATGTTGGTTCGGTTCAA/  91pb  61,1/63,3
GCACGTGATATTGGCACGGCT
UNK1 DY924449 TCATGTGCTGCAGAGGCTGGA/ 112 pb 64,7/66,8
CAACCAGTGGCGTCTGCCCC
UNK?2 GE512112 AGGAGGTAGCCGTCGTCCAGC/  142pb 65,9/65,7
AGCCTTGGAGTTCAATTGGGCCG

La cuantificacion de los niveles transcripcionales de las secuencias se llevd a cabo por
medio RT-gPCR basado en la deteccion de SYBR Green. Cada reaccion se realizd por
duplicado y no se observé amplificacion en ausencia de cDNA. La especificidad de los
cebadores se evalud por medio de un gel de agarosa al 2,5% en donde se observaron
bandas Unicas del tamafio esperado como se muestra en la Figura 1.

ACT EF1 ETIF5 M156 M171 PEP SKIP16 TUB UBQ6 UNK2 A
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Figura 1. Verificacion de la especificidad de los cebadores en gel de agarosa al 2,5%. En la
ultima calle se sembré el marcador de peso molecular A.



Analisis estadistico de la estabilidad de expresion

El desempefio de los genes de referencia putativos se analiz6 por medio de los
programas NormFinder, BestKeeper y GeNorm.

De los doce genes iniciales, 26S ARNr y UNK1 fueron descartados por presentar baja
eficiencia y valores de amplificacion en el limite de sensibilidad de la técnica.

Los genes candidatos restantes se estudiaron dentro de tres subgrupos de muestras:
tejidos reproductivos (embriones y flores); tejidos vegetativos (raices y hojas) y ambos
tejidos en conjunto. Los resultados obtenidos se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de estabilidad de los genes candidatos.

Todos los Tejidos

Ranking  NormFinder geNorm BestKeeper
Gen Sv Gen M Gen R?
1 UNK2 0,043 EF1 1,261* ACT 0,933
2 SKIP 0,056 ETIF5 1,317 UNK2 0,913
3 ACT 0,058 ACT 1,402* EF1 0,908
4 EF1 0,066 UBQ6 1,621 SKIP 0,890
5 TUB 0,091 UNK2 1,820 UBQ6 0,858
6
7
8
9

PEP 0,101 SKIP 2,191 MIR171 0,786

MIR156 0,109 TuB 2,259 MIR156 0,771

uBQ6 0,112 PEP 2,411 ETIF5 0,714

ETIF5 0,116 MIR171 2,691 PEP 0,696

10 MIR171 0,126 MIR156 2,831 TUB 0,682

Tejido Vegetativo

Ranking  NormFinder geNorm BestKeeper
Gen Sv Gen M Gen R®
1 SKIP 0,040 ETIF5 1,131* ETIF5 0,943
2 UNK2 0,045 EF1 1,249* UBQ6 0,895
3 ETIF5 0,050 UNK2 1,332* UNK2 0,870
4 PEP 0,054 UBQ6 1,505 EF1 0,866
5 ACT 0,054 ACT 1,703 ACT 0,860
6
7
8
9

EF1 0,058 TuB 1,841 SKIP 0,739

TUB 0,067 PEP 1977 TUB 0,492

UBQ6 0,091 SKIP 2,12 PEP 0,255
MIR156 0,091 MIR156 2,351 MIR171 0,224

10 MIR171 0,103 MIR171 2,476 MIR156 0,180




Tejido Reproductivo

Ranking  NormFinder geNorm BestKeeper
Gen Sv Gen M Gen R?
UNK2 0,046 EF1 1,25* MIR156 0,958
MIR156 0,055 UBQ6 1,282* UNK2 0,944
ACT 0,066 ACT 1,295+ ACT 0,946
SKIP16 0,069 MIR156 1,762 EF1 0,925
EF1 0,074 SKIP 2,018 SKIP 0,904
PEP 0,083 UNK2 2,113 UBQ6 0,896
TUB 0,103 MIR171 2,246 MIR171 0,866
uBQ6 0,118 PEP 2,410 PEP 0,837
MIR171 0,121 TUB 2,674 TUB 0,767
10 ETIF5 0,148 ETIF5 2,934 ETIF5 0,691
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Cuando todos los tejidos fueron evaluados en conjunto empleando el programa
geNorm, los genes EF1, ETIF5 y ACT tuvieron los valores M mas bajos, indicando que
fueron los mas estables de los 10 candidatos. Cuando el tejido vegetativo y el
reproductivo fueron analizados independientemente, el programa clasific6 como los
tres genes mas estables a ETIF5, EF1 y UNK2 y a EF1, UBQ6 y ACT
respectivamente. De acuerdo a la aplicacion NormFinder, los genes UNK2 y ACT
presentaron los valores de estabilidad (Sv) mas bajos tanto para el tejido reproductivo
como cuando se evaluaron todos los tejidos en conjunto, indicando una alta estabilidad
de estos genes. Para el tejido vegetativo se selecciond a SKIP y a UNK2 como los
referentes putativos mas eficientes. Por otro lado, la evaluacion realizada en todos los
tejidos con BestKeeper sugirid que todos los genes serian aptos para ser utilizados
como referentes siendo ACT el que presentd la mejor correlacion con el indice BKI
(0,933; p<0,001). Mientras que al analizar los tejidos por separado, para raices y
hojas, ETIF5 presenté la mayor correlacion (0,943; p<0,0019); y para flores y
embriones, el gen mas estable fue MIR156 (0,958; p< 0,001).

A pesar de que los programas se basan en algoritmos estadisticos diferentes, todos
incluyeron a ACT dentro de los tres genes mas estables para tejido reproductivo y
todos los tejidos en conjunto y los tres seleccionaron a ETIF5 como el gen mas apto
dentro del tejido vegetativo. Ademas NormFinder y BestKeeper coincidieron en
seleccionar dentro de los mejores referentes a UNK2 para todos los tejidos y a MIR156
y UNK2 para tejido reproductivo. Por otro lado, tanto geNorm como BestKeeper
clasificaron a EF1 como un buen gen de referencia en todos los tejidos.

Validacién de los genes de referencia

La validacién de los genes seleccionados por los algoritmos estadisticos se llevé a
cabo midiendo el perfil de expresion del gen ahasl en hojas jovenes y maduras. La
normalizacién de la expresion de este gen se hizo utilizando los tres genes mas
estables (ETIF5, EF1, y UNK2) y el mas inestable (MIR171) clasificados por geNorm.
De acuerdo a Ochogavia (2014), el gen ahasl presenta mayor expresion en tejidos
jovenes. Al normalizar la expresion de ahasl con uno de los tres mejores candidatos
se observé diferencia significativa de abundancia entre los dos estadios. EI mismo
patrén se observd al utilizar dos o los tres genes en la normalizacién. Por otro lado, al
analizar la expresiéon del gen de interés frente a MIR171 se evidencié diferencia de
abundancia pero las barras de error se incrementaron notablemente como se muestra
en la Figura 2.
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Figura 2. Expresion relativa del gen ahas-1 en hojas de 8 y 15 dids post germinacién (Pg). La
expresion relativa se calculdé respecto del valor promedio para cada estadio. Los genes
utilizados son EF1, UNK2, ETIF5, EF1/ETIF5, ETIF5/UNK2/EF1 y MIR171. Los asteriscos (*)
indican diferencia significativa de acuerdo a la prueba de t (P< 0.05) entre los dos estadios.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los estudios de expresion utilizando la técnica de gPCR requieren de la normalizacion
de los datos para ser precisos e informativos dado que la expresion de un gen puede
ser influenciada por las condiciones experimentales. Es por esto que es necesario
encontrar genes cuya expresion sea estable a lo largo del estudio para ser utilizados
como referencia (Bustin 2002). En este trabajo se evaluaron 12 genes putativos en
cuatro tejidos y distintos estadios del desarrollo para la especie girasol. Entre los
genes candiatos se encontraban cuatro genes comunmente utilizados (ACT, B-TUB,
UBQ6 y EF-1a) y ocho nuevos postulantes (MIR171, MIR156, SKIP16, ARNr 26S,
ETIF5, PEPKR1, UNK1 y UNK2). Los programas BestKeeper, geNorm y NormFinder
fueron empleados para los analisis de la estabilidad de la expresién.

Dos de los genes estudiados (ARNr 26S y UNK1) deberieron ser eliminados de forma
preliminar por presentar valores Cq cercanos al limite de deteccién de la técnica. De
esta forma los estudios estadisticos empleando los programas recién mencionados se
llevaron a cabo con los 10 candidatos restantes.

En funcion de seleccionar los genes candidatos mas aptos para ser utilizados como
referencia, se tomaron los genes que fueron clasificados dentro de los tres primeros
puestos por al menos dos de los tres programas de analisis empleados. Asi, UNK2,
MIR156 y ACT fueron seleccionados como los mejores referentes para trabajar en
tejido reproductivo, mientras que los genes UNK2 y ETIF5 resultaron ser los mas
apropiados para realizar ensayos en tejido vegetativo. Finalmente, para llevar a cabo
ensayos de expresidn en muestras pertenecientes a ambos tipos de tejido, los genes
UNK2, ACT y EF fueron seleccionados como los mejores normalizadores.

La validacion de los genes se llevd a cabo midiendo la expresion del gen ahasl en
hojas jovenes y maduras. En trabajos recientes se evidencié una mayor expresion del
mismo en estadios tempranos de hoja (Ochogavia et al. 2014). Se analizaron los tres
mejores referentes y el peor seleccionados por geNorm y la combinacion de dos o tres
de ellos. Al utilizar los mejores genes de manera independiente (ETIF5, UNK2 y EF1)
la diferencia entre los dos estadios fue significativa y las barras de error minimas. Del



mismo modo, al normalizar utilizando dos o tres genes, las diferencias estadisticas
entre estadios se mantuvieron.

Tradicionalmente, genes como ACT, TUB, EF1 y UBQ6 han sido utilizados como
normalizadores en ensayos de expresion en distintas especies de plantas (Maroufi et
al. 2010; Cuevas et al. 2008), pero se ha evidenciado que no siempre demuestran ser
suficientemente estables en distintos tejidos o bajo ciertas condiciones experimentales
(Gutierrez et al. 2008; Fernandez et al. 2011).

Por otra parte, investigaciones recientes han apuntado a la busqueda de nuevos
genes putativos que presentaran un comportamiento menos variable. En las especies
lechuga, soja, y mani se encontr6 que genes que codificaban para proteinas de
funcién desconocida, precursores de microARNSs y factores de transcripcion resultaron
ser buenos normalizadores de la expresion (Hu et al. 2009; Borowski et al. 2014; Chi
et al. 2012; Wei et al. 2013). En nuestros ensayos, tanto ETIF5 (factor de iniciacion
transcripcional) como UNK2 (proteina de funcién desconocida) demostraron ser
apropiados para ensayos de expresion en tejido vegetativo pero no para tejido
reproductivo. Resultados similares para UNK2 fueron reportados en tomate (Exposito-
Rodriguez et al. 2008). Por otra parte, se observé un comportamiento contrario para el
gen MIR156 (microARN) que resultd ser altamente estable en flores y embriones pero
no en raices y hojas de la misma especie (Exposito-Rodriguez et al. 2008).
Coincidentemente, este gen habia sido reportado como variable en hojas bajo distintos
tipos de estrés en lechuga (Borowski et al. 2014).

De esta forma, a lo largo de este trabajo se ha expuesto que aun dentro de una misma
especie no se han podido detectar genes de referencia universales y que los
normalizadores putativos, ya sea genes tradicionalmente utilizados o nuevos genes
candidatos deben ser cuidadosamente evaluados en el tejido y/o estadio bajo las
condiciones de trabajo. No obstante, hemos logrado identificar referentes confiables
como la ACT y normalizadores promisorios tales como ETIF5 o UNK2 que podran ser
empleados en multiples estudios de expresion en la especie girasol.
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