INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN ..o e e e e e e e e e et e e et e e et e e eaneeeans 4
AB ST R A C T et 5
INDICE DE CONTENIDOS .....c.oititiiiiiiieieietse sttt 6
INDICE DE TABLAS ...ttt 8
INDICE DE FIGURAS. .......oooiiiiii e 9
1.- INTRODUGCCION ...ttt ettt 11
1.1.- Interacciones entre insectos fitdfagos y plantas hospederas........................ 11
1.2.- Los afidos como modelo de eStUdIO:........coeeeiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 11
1.3.- Interaccion alimentaria entre afidos y plantas hospederas: ............ccccevvvuenn. 13
1.4.- Papel de las OBP, CSP y OR en la identificacién del hospedero. ................ 15
1.5.- Sitobion avenae (pulgdn del grano o pulgdn verde oscuro de la espiga)...... 17

1.6.- Transcriptomica y bioinforméatica aplicables en el estudio de expresion

01T 1= TP PPRPRPR 18
2.5 HIPOTESIS ...ttt 20
- OBIETIVOS ettt e e eees 20

3.1.- ODBJetIVO GENETAL .....ciiiiiiiiiiiii i 20

3.2.- ODjetiVOS €SPECITICOS: ... ..ueeieiiiiiee e 20
4.- MATERIALES Y METODOS ......coviiiieieeeceeeeeete et 22

v N Y/ F= 10T T= L = o] [ To | ol o TN 22

4.1.1.- Clones especialistas y generalistas de Sitobion avenae. .................. 22
4.1.2.- Crecimiento de bacterias para transformacion con vector................ 22
4.2 Material MOIECUIAT ............uuiiiiiiiiiiiiii e 23
4.2.1.- Genotecas de eXPreSIiON...........uuiieiieeeeiiieeiiee e e e e eeeeeaanns 23



4.2.2.- Anotacion de genotecas e identificacion de putativos genes ort6logos
para proteinas quIMIioseNsoras (CSP). ... 24

4.2.3.- Disefio de partidores para amplificar genes de proteinas
guimiosensoras (CSP) obtenidas desde la anotaciéon de las genotecas de
S I TR PERPRR 25

4.2.4.- Extraccion de ARN a partir de poblaciones sincronizadas de

especialistas y generalistas de S. avenae. .............ceeeeiieeeieeeeeiiiiie e 25
4.2.5.- Cuantificacion y analisis de calidad de ARN total..............cccvvveeeernen. 26

4.2.6.- Amplificaciones de genes CSP mediante PCR a partir de ADN
complementario y ADN gendmico de clones especialista y generalista de S.

=Y T T PSPPI 27
4.2.7.- Reacciones de PCR ......ccoo oot 29
4.2.8.- Electroforesis en geles de agarosa para andlisis de DNA................. 29

4.2.9.- Caracterizacién de la secuencia completa de genes CSPs mediante
reaccion RACE (Amplificacién Répida de Extremos de ADNC). ................... 29

4.2.10.- Ligacion de fragmentos RACE en vector y transformacion de

DACTEIIAS. - e e e 30

4.2.11.- Minipreparaciones de DNA plasmidial para chequeo de bacterias

TraANSTOMMANTES. ...ceiiiiiiiiiiii e 31
4.2.14.- Secuenciacion de los fragmentos obtenidos. ........cccccevviiiiiiiienennnn. 32

5.- RESULTADOS ...ttt e ettt e e e et e e e e eeaa e e e e eenan e aeees 33
5.1.- Resultados del procesamiento y ensamble de ESTS. ........ccccvvvvvviiiiiiiinnnnnn. 33

5.2.- Proceso de anotaciones de las genotecas ESTs de clones especialista y

generalista de S. QVENAE. ........iiiiiiiii e 35

5.2.2.- Estadisticas de analisis y anotacion correspondientes a la genoteca

de expresion del clon generalista de S. avenae. ............cccceevvvvvvciiiieeeeeeeenn, 39



5.2.3.- Comparacién de anotaciones GO de genotecas de clones especialista

y generalista de S. QVENAE. .......ccevvviiiiiie et 42

5.3.- Busqueda de genes de funcién olfativa en la anotacion de genotecas de

expresion de clones especialista y generalista de S. avenae. ........cccccccvvvvvvveennen.. 43
5.3.1.- Andlisis de la secuencia CSPL. ........cccccceiiiiiiiiiiiiiieeeee e 45
5.3.2.- Andlisis de la secuencia CSP2. ..o 47

5.4.- EXracCion de ARN ... 49

5.5.- Sintesis de ADN complementario a partir de ARN y amplificacion del gen

5.6.- Secuenciacion de fragmentos CSP1 obtenidos a partir de ADN genémico de
clones especialista y generalista de S. avenae...........cccceevvvvviiiiie e 51

5.7.- Reconstruccion del gen CSP1 del clon generalista de S. avenae. ............... 55

5.8.- Reaccién RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) a partir de ARN del clon

generalista de S. avenae para amplificar CSP2..........cccovvviiiiiiiiiii e 55
B.= DISCUSION ...ttt 61
7.- CONCLUSIONES ... et e et e e e e e e e eena e eeees 69
8- REFERENCIAS . ... e e e e e e 70
0. - AN X O S oo e 77

9.1.- PresentacCiOn @ CONQIESO0S. ......uuuuuiiieeeeeeeeieiiiiiieeeeeeeeeeeeraa e e e e e e e e eesraa e eaeees 77

9.2.- Secuencias CSP de S. QVeNae ..........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 77

9.2.1.-Secuencias CSP de nucleltidos. ..., 77
9.2.2.- Secuencias de aminoéacidos codificantes CSP............ccccceeeeeeeeeeenn. 78
9.3.- Clasificacion de unigenes comunes de especialistas y generalistas................. 79

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Resultados del andlisis de ESTs de especialistas..........cccooeeeeviviiiiiiiienneeennn. 33

Tabla 2. Resultados del analisis de ESTs de generalistas. .........cccccccvvvvvviviiiiiieeennnnnn. 34



Tabla 3. Resultados de andlisis de unigenes que presentan marco de lectura abierto
(IMILA). ettt ettt ettt ettt ettt ettt 34
Tabla 4. Numero de unigenes anotados de clones especialista y generalista. .......... 36
Tabla 5: Secuencias putativas de CSP encontradas en la genoteca correspondiente
al clon generalista de S. aVENAE. ..........oovvuiiiiiiii e 44
Tabla 6: Cuantificacion en espectrofotometro de extraccion de RNA total de
individuos completos de clones especialista y generalista de S. avenae................... 48

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Individuos apteros y alados (derecha) de Sitobion avenae. ....................... 18
Figura 2. Unigenes comunes entre especialistas y generalistas.................................. 35
Figura 3. Clasificacion segun taxones de los 243 hits de BlastX provenientes del clon
especialista contra la base de datos no redundante de NCBI.........cccccoeeeevvviiiiinnnnnn. 37
Figura 4. Clasificacion GO de segunda jerarquia segun funcidn molecular
correspondientes al clon especialiSta...........ccooeoeeiiiiiiiiiiiiie e 38
Figura 5. Clasificacion GO de segunda jerarquia segun proceso bioldgico
correspondientes al clon especialiSta............cooooeeiiieii 38
Figura 6. Clasificacion GO de segunda jerarguia segun componente celular
correspondientes al clon especialiSta...........ccoooeeeiiiiiiiiiiiii e 39
Figura 7. Clasificacion segun taxones de los 829 hits de BlastX provenientes del clon
generalista contra la base de datos no redundante de NCBI ..........ccccooeeeeviiviiiiinnnnnn. 40
Figura 8. Clasificacion GO de segunda jerarquia segun funcion molecular
correspondientes al clon generalisSta...........cooooviiiiiiiiii 41
Figura 9. Clasificacion GO de segunda jerarquia segun proceso bioldgico
correspondientes al clon generalista............cooooveeiie 41
Figura 10. Clasificacion GO de segunda jerarquia segun componente celular
correspondientes al clon generalisSta...........cooooviiiiiiiiii 42
Figura 11. Representacion esquematica del gen codificante para la proteina
guimiosensora 1 de S. avenae comparada con la secuencia de referencia tomada de

N o] 51 o o PSRRI 46



Figura 12. Alineamiento multiple de secuencia CSP1 de S. avenae contra ortdlogos
CSP de otras especies de AfidOS.. ........uuiiiiiiiiii e 47
Figura 13. Representacion esquematica del gen codificante para la proteina

quimiosensora 2 de S. avenae comparada con la secuencia de referencia tomada de

R o] 5] U o o RPN 48
Figura 14. Alineamiento multiple de secuencia CSP2 de S. avenae contra ortdlogos
CSP de otras especies de AfidosS. .......oooevuiiiiiiiii e 49
Figura 15. Electroforesis de ARN total en gel de agarosa denaturante al 1%................. 50
Figura 16. Electroforesis de amplicones CSP1 en gel de agarosa al 1%....................... 51

Figura 17. Alineamiento conjunto de fragmentos de exones 1 y 2 CSP1 obtenidos a
partir de ADN gendmico de clones especialista y generalista de S. avenae................. 52
Figura 18. Alineamiento de intrones de clones especialista y generalista................. 54
Figura 19. Reconstruccion de secuencia completa de gen CSP1 a partir de secuencia
CSP1 de genoteca y secuencia CSP1 de ADN genodmico. .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 55
Figura 20. Fragmento 5 RACE de CSP2. ........cooiiiiiiiiieciie e, 56
Figura 21. Reconstruccién de secuencia CSP2 del clon generalista de S. avenae .. 57
Figura 22. Alineamiento global de secuencias codificantes CSP2 de S. avenae contra
secuencia de referencia de A. PISUML ......coiiiiiiiiiiiiiie e 58
Figura 23. Alineamiento multiple de secuencia CSP2 contra secuencias de
aminodacidos de otras CSP de especies de afidos.. .......cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen, 59
Figura 24. Alineamiento global de secuencia CSP2 contra secuencia ADN genémico
correspondiente a secuencia de referencia de A. PiSUM.............oovviiiieeieeeeeeeeiinnnnnnn. 60
Figura 25. Clasificacion GO segun proceso biolégico para los 42 unigenes comunes

detectados entre especialistas y generalistas..................ccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 79

10



