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Under Pressure
Mr Freddy Mercury and Mr David Bowie, 1981

Pressure pushing down on me
Pressing down on you no man asks for
Under pressure
That burns a building down
Splits a family in two
Puts people on streets

Bah bah bah bah bah bah

It's the terror of knowing
What this world is about
Watching some good friends
Screaming let me out!
Pray tomorrow takes me higher
Pressure on people
People on streets

Do do do bah bah bah bah
O-kay
Chippin' around
Kick my brains round the floor
These are the days
It never rains but it pours

People on streets
People on streets

It's the terror of knowing
What this world is about
Watching some good friends
Screaming let me out!
Pray tomorrow takes me higher higher higher
Pressure on people
People on streets

Turned away from it all
Like a blind man
Sat on a fence but it doesn’t work
Keep coming up with love
But it's so slashed and torn
Why why why?
Love love love love

Insanity laughs under pressure we're cracking
Can't we give ourselves one more chance?
Why can't we give love that one more chance?
Why can't we give love give love give love?
Give love give love give love give love give love?
Cause love's such an old fashioned word
And love dares you to care
For people on the edge of the night
And love dares you to change our way
Of caring about ourselves
This is our last dance
This is our last dance
This is ourselves under pressure
Under pressure
Pressure
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RESUMEN

La evaluacioén del impacto de las plantas modificadas genéticamente (MG) sobre la salud se lleva a cabo,
en la UE, mediante un andlisis comparativo molecular, composicional, agronémico y fenotipico, asi como
mediante estudios de toxicidad en roedores basados en las recomendaciones de la OECD y la EFSA. Sin
embargo, la relevancia y la necesidad de realizar estudios en animales estan siendo cuestionadas cuando
se ha demostrado la equivalencia substancial de la planta MG respecto a la convencional comparadora no
MG. En esta tesis doctoral se ha evaluado la capacidad de las tecnologias émicas de andlisis masivo para
detectar y caracterizar posibles cambios no intencionados nivel transcriptémico y protedémico provocados
por la insercidon y/o expresion del transgén en la planta transgénica en comparacion a variedades
convencionales. Se ha usado como modelo el maiz MON810 resistente a insectos, aprobado para su uso
en alimentos y piensos, y para la liberacién al medio ambiente en la UE. Las mismas variedades de maiz,
analizadas mediante émicas, se han usado en ensayos de toxicidad a 90 diasy a 1 afio en ratas. Asimismo,
estos ensayos se han complementado con analisis transcriptomicos y protedmicos de higado de las ratas
alimentadas con dosis extremas de maiz MON810 para determinar la capacidad de estas técnicas para
aportar informacion adicional sobre los efectos de las plantas MG sobre la salud. Esta tesis doctoral ha
demostrado que la protedmica y, especialmente, la transcriptomica son tecnologias muy sensibles e
informativas en este campo, y pueden postularse como herramientas complementarias al analisis
composicional para una caracterizacién integral de las plantas MG. Se propone que estas tecnologias
pueden reforzar el principio de equivalencia substancial, asi como contribuir a formular una hipotesis de

partida para los estudios de toxicidad con animales.
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1. Los organismos modificados genéticamente

Definicion de OMG

Un organismo modificado genéticamente (OMG) se define, en la UE, como

“un organismo, con excepcién de los seres humanos, cuyo material genético haya sido modificado
de una manera que no se produce naturalmente en el apareamiento ni en la recombinacién natural”
(Directiva 2001/18/CE, Parlamento Europeo 1991).

Los métodos mas comunes para introducir una modificacion genética en una planta comercial son:
agroinfeccion o transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens, bombardeo de células o tejidos con
microparticulas y métodos de seleccion convencional mediante el cruzamiento con un parental MG. Los
métodos menos frecuentes serian la fusion celular (incluida la fusion de protoplastos), transferencia directa
del DNA a células o protoplastos, electroporacion y transformacién mediante el tubo polinico (o pollen-tube
pathway). La mutagénesis, la transformacidén natural o la induccidn de la poliploidia estan especificamente

excluidas de la definicion de OMG.

La definicion actual de un OMG se basa, pues, en el uso de unas determinadas técnicas de modificacién
genética y, por tanto, las politicas que regulan su aprobacién se basan en el propio proceso de
transferencia de genes (concepto process-based en inglés). En otros paises como U.S, la aprobacién de

los OMG se realiza en funcion del producto final obtenido (product-based).
Métodos de transformacion de plantas

Como ya se ha comentado, los métodos mas frecuentemente usados para introducir un fragmento de DNA
en el genoma de una planta son la transformacion mediante bacterias del género Agrobacterium,

principalmente A. tumefaciens;y el bombardeo de microparticulas de células o tejidos.

La bacteria fitopatdgena A. tumefaciens es capaz de transferir de manera natural un fragmento especifico
de DNA (llamado DNA de transferencia, T-DNA) desde su plasmido inductor de tumores (Ti) hasta un
cromosoma de la célula vegetal huésped (Gelvin 1998). El proceso de transformacion ha sido

extensamente estudiado (ver algunos articulos de (Gelvin 2012; Clarke y Zhang 2013; Subramoni et al.
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2014; Gohlke y Deeken 2014; Nester 2015) y se resume en la Figura 1. Cuando una planta sufre una
herida, ésta libera compuestos fendlicos y azucares que son reconocidos por el receptor VirA de
Agrobacterium, 1o que facilita la union del patégeno a la célula vegetal y el subsecuente inicio del proceso
de transformacion. Dicha unién induce en Agrobacterium, a través de VirG, la expresion coordinada del
resto de los genes de virulencia (vir), codificados en la regién no transferida del plasmido Ti, los cuales
desarrollan funciones primordiales para la transferencia del T-DNA (Stachel, Nester y Zambryski, 1986).
Los genes virA y virG son los Unicos genes vir expresados de forma constitutiva en Agrobacterium. En las
células bacterianas, la cadena de transferencia del T-DNA (cadena T) se une covalentemente a una serie
de proteinas Vir formando un complejo (complejo T) que protege la cadena T de la actividad de las
nucleasas de la célula huésped (Citovsky, Wong y Zambryski, 1989) y facilita la entrada a la célula vegetal.
Una vez el complejo T se encuentra en el citoplasma vegetal, éste penetra en el nicleo para integrarse
finalmente en el genoma. La cadena T-DNA se repara en una doble cadena y se integra de manera estable
en el genoma huésped mediante una recombinacidn no homdéloga mediada por la cooperacion entre los

factores bacterianos y componentes nucleares de la célula huésped.
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Figura 1. Modelo de la transformacion genética mediada por Agrobacterium. El proceso de transformacion se resume
en 10 pasos: (1) Unién de Agrobacterium a la planta; (2) reconocimiento de las sefiales de la planta por VirA y VirG;
(3) expresion de los genes vir; (4) liberacion de una cadena del T-DNA y reparacion del plasmido Ti; (5) exportacion
del complejo inmaduro T a la célula huésped; (6) formacion del complejo T maduro; (7) trasporte del complejo T al
nucleo; (8) acercamiento del complejo T al lugar de insercién; (9) liberacion de la cadena T respecto a las proteinas
Vir asociadas; (10) integracion del T-DNA al genoma de la célula huésped. [Fuente: Extraido de Tzfira y Citovsky,
2006]

En la naturaleza, la infeccion por Agrobacterium causa una enfermedad en la planta llamada agallas del
cuello (Smith y Townsend, 1907). En el afo 1983 tres grupos de investigacion independientes describieron
la aplicacion de esta caracteristica de Agrobacterium como herramienta para la transformacion de plantas
con genes de interés (Bevan et al., 1983; Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983). Sin embargo,

para que el uso de esta herramienta fuera una realidad viable en la ingenieria genética de plantas tuvieron
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que sucederse algunas mejoras en el sistema de transformacion. Primero, Hoekema y colaboradores
(Hoekema et al., 1983) modificaron el plasmido Ti hasta conseguir un vector binario. Este sistema incluye
un plasmido Ti con la regidn T-DNA sin los genes patogénicos; y un segundo plasmido con los genes vir
que permiten la trasferencia de DNA a la célula de la planta. Posteriores mejoras en el sistema binario de
plasmido Ti y modificaciones en las condiciones de transformacién permitieron superar una de las mayores
desventajas de la técnica: la transferencia del DNA a plantas monocotiledéneas. Recientemente se ha
conseguido transformar con éxito especies monocotiledéneas importantes en agricultura como trigo, maiz,

sorgo y cebada (Veluthambi et al., 2003).

Una alternativa muy frecuente a Agrobacterium para introducir genes nuevos en las células de plantas es
la tecnologia de bombardeo de microparticulas o biolistica. En esta técnica el DNA se adhiere a la
superficie de microparticulas metélicas inertes, normalmente particulas de oro, que se impactan a gran
velocidad sobre los tejidos vegetales (Sanford, Smith y Russell, 1993). Una pequena parte del DNA puede
llegar a entrar el nucleo de las células e integrarse en el genoma vegetal. Los primeros eventos de
transformacion exitosos con esta técnica usaron particulas de tungsteno recubiertas de DNA, que se
dispararon sobre células epidérmicas de cebolla (Klein, Wolf, Wu y Sanford, 1987). La biolistica se us6
para producir los primeros cereales transgénicos de importancia econémica como maiz (Fromm et al.
1990), arroz (Christou, Ford y Kofron, 1991), cafia de azucar (Bower y Birch, 1992) y trigo (Vasil, Castillo,
Fromm y Vasil, 1992).

Los protocolos de transformacion estable requieren en general un paso de regeneracion in vitro para
obtener plantas transgénicas después de la transformacion de células o tejidos. Para la regeneracion de
plantas a partir de células transformadas existen dos metodologias principales: la organogénesis y la
embriogénesis somatica. Ambas implican la desdiferenciacién de tejidos vegetales en presencia de
hormonas; la seleccion de células transformadas mediante genes de resistencia a antibidticos o herbicidas;
y regeneracion. Una vez regeneradas, las plantas transformadas pueden incorporarse en los programas
de mejora genética convencionales. La transformacion genética de plantas tiene como consecuencia,
ademas de la caracteristica buscada, un cierto grado de cambios gendmicos no intencionados derivados
de los propios mecanismos de insercidn, y de los procesos de cultivo in vitro. Los mecanismos moleculares
por los cuales tiene lugar la insercion del transgén en el genoma huésped son aun parcialmente
desconocidos (Tzfira y Citovsky, 2006). Parece ser que la transformaciéon mediada por Agrobacterium
provocaria deleciones tanto a pequefia escala como a gran escala, asi como reordenaciones del DNA de
la planta e inserciones de DNA superfluo. Por otra parte, el bombardeo de microparticulas parece estar
asociado con disrupciones del genoma, silenciamiento genético, reordenaciones e inserciones de DNA
superfluo (Latham, Wilson y Steinbrecher, 2006). Por tanto, las mutaciones inducidas por la transformacion
genética pueden causar cambios en el lugar de la insercidn del transgén o en sitios aleatorios con efectos
colaterales no deseados. El uso de plantas MG para fines de investigacién y, sobre todo, comerciales,
requiere la seleccion de aquellos eventos de transformacion cuyas modificaciones no modifiquen
indeseadamente las caracteristicas fenotipicas, biolégicas y comerciales. Esto suele conseguirse por los

propios mecanismos de seleccion y regeneracion.
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Tecnologias emergentes de obtencion de plantas MG

Las modificaciones génicas no deseadas (modificaciones no especificas, pautas de lectura interrumpidas,
silenciamiento génico, etc.) y la presencia de genes marcadores de seleccién pueden provocar efectos no
intencionados producidos por la transformacién nuclear. Por este motivo, existe un interés general para
desarrollar tecnologias mas “limpias” y dirigidas. Actualmente existen métodos de obtencién de plantas

de tipologias muy diferentes que incluyen (ver Anexo Il para las definiciones concretas):

- Cisgénesis e intragénesis

- Oligonucleotide directed mutagenesis (ODM)

- Zinc finger nuclease (ZFN)

- Transcription Activator-Like Effector Nuclease (TALENS)

- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)
- Reverse breeding

- RNA-dependent DNA methylation (RdDM)

- Gendmica sintética

Aunque la mayoria de métodos aun no son una realidad frecuente en la mejora genética de plantas con
fines comerciales, se estan empezando a estudiar y debatir los aspectos legislativos desde un punto de
vista de seguridad alimentaria y ambiental (Lusser, Parisi, Plan, y Rodriguez-Cerezo, 2012). La cisgénesis,
la intragénesis y la mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (ODM) son actualmente las tecnologias que

mas estan adoptando las empresas de mejora de variedades vegetales (Lusser et al. 2011).

Un cisgénico es un organismo al que se le ha introducido un gen (incluyendo las secuencias reguladoras
como intrones, promotores o terminadores) que proviene de la misma especie receptora, y por tanto el
acervo genético de la especie no cambia (Schouten, Krens y Jacobsen, 2006). En un organismo
intragénico el gen insertado puede ser una combinacion de fragmentos de DNA de la propia especie o de
una especie sexualmente compatible. Por contraposicién, un transgénico es un organismo que ha
incorporado en su genoma un transgén, la secuencia del cual procede, al menos parcialmente, de otra
especie. Aunque la obtencion de cisgénicos y transgénicos requiere el uso de las mismas tecnologias de
modificacidon genética, algunos cientificos defienden que son conceptualmente distintos (Schouten et al.
2006). Entidades como JRC (Joint Research Center) y EFSA (European Food Safety Agency) han
elaborado documentos respecto a las consideraciones cientificas de los intragénicos y cisgénicos (Lusser
et al., 2011; EFSA Panel on Genetically Modified Organisms, 2012). La EFSA constatdé en estos
documentos que los cisgénicos no presentan peligros adicionales diferentes a los asociados al
cruzamiento de cultivos convencionales (EFSA 2012c). Este hecho es particularmente relevante desde un
punto de vista de seguridad alimentaria y regulacién (Kok et al., 2008 EFSA Panel on Genetically Modified
Organisms, 2012).

Las técnicas basadas en nucleasas (ZFN, TALENS, CRISPR) se presentan como una alternativa muy
atractiva (Yau y Neal 2013) ya que permiten la mutagénesis dirigida evitando el uso de genes de seleccion.
El gran nimero de publicaciones recientes acerca de estas tecnologias indica el interés que suscitan
(Belhaj et al. 2013; Bortesi y Fischer 2014; Kim y Kim 2014). La ingenieria dirigida del genoma (esto es, la
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modificacién del genoma en un locus preciso y predeterminado) es una tecnologia extensamente aplicada
en los campos de la biomedicina y la biotecnologia, y esta progresando de manera rapida en el campo de
la mejora vegetal. Esta tecnologia supone una ventaja respecto a la mejora clasica de plantas y a los
métodos de transformacion genética actuales. Hasta hace pocos afios, las ZFN eran la Unica opcion viable
a la préactica para la edicion gendmica dirigida (Kim y Kim 2014). A finales del 2011, la revista Nature
Methods definio las ZFN y las TALENs como herramientas novedosas y prometedoras para la edicién
gendmica (Nature Publishing Group 2012). Un afio mas tarde, varios grupos de investigacion informaron
sobre un nuevo tipo de nucleasas, las CRISPR/Cas. Estas se descubrieron en el sistema adaptativo
inmune de las bacterias, y su especificidad viene determinada por un sRNA (small non-coding RNA) (Cho
et al. 2013; Hwang et al. 2013; Jiang et al. 2013; Sorek et al. 2013).

Las nucleasas quiméricas ZFN, TALENs y CRISPR/Cas siguen el mismo mecanismo de accién: cortan el
DNA cromosomico en un sitio especifico, lo que activa el sistema enddgeno de reparacion del DNA v,
consecuentemente, se puede generar una modificacién genética dirigida. La versatilidad de estas
nucleasas recae en la posibilidad de modificar el dominio de unién de las nucleasas al DNA para que éstas
reconozcan especificamente la secuencia de interés. Estos dominios se pueden combinar con numerosos
dominios efectores para alterar cualquier estructura y funcién gendmica, incluyendo nucleasas, factores

de transcripcion, recombinasas, transposasas y transferasas (Gaj, Gersbach y Barbas, 2013).

El reverse breeding y la RADM son tecnologias mucho menos instauradas; y la biologia sintética por ahora
esta lejos de tener relevancia en el cultivo de plantas. Otras técnicas emergentes como las meganucleasas
o transposones también podrian usarse en un futuro para la ingenieria genética de plantas (Kim y Kim,
2014).

2. Transgénesis en la mejora genética de plantas

En los afios 70 del siglo XX se consigui6 transferir por primera vez DNA entre células bacterianas en el
laboratorio (Cohen, Chang, Boyer y Helling, 1973). EI genoma de las bacterias o levaduras se ha
modificado para mejorar la elaboracién de algunos alimentos fermentados (pan, queso o vino, por ejemplo).
También se han usado para producir enzimas y proteinas recombinantes de uso terapéutico (insulina,
hormona de crecimiento) o industrial. En Europa se usan microorganismos modificados genéticamente
desde los afios 90. Cabe remarcar la importancia de los OMG para investigacién, ya que es posible
modificar el genoma de los organismos de estudio para conocer funciones de genes y comprender rutas
biologicas. Paralelamente, muchas de las herramientas que se usan en investigacion se han obtenido

mediante ingenieria genética (vectores, enzimas, etc.).

En el ano 1974 se consiguid el primer raton transgénico, pero la modificacion genética no se transmitié a
la descendencia (Jaenisch y Mintz, 1974) . En el 1982 Richard Palmiter y Ralph Brinster inyectaron el gen
de la hormona del crecimiento en un embrién de ratén y lograron que éste se transmitiera a las siguientes
generaciones por primera vez (Palmiter et al. 1982). En noviembre del 2015, EEUU aprobd un salmén con
la hormona de crecimiento modificada (AquAdvantage® de la empresa AquaBounty): se trata del primer

animal transgénico para consumo de la historia (www.aquabounty.com, 2016).
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Plantas transgénicas

La generaciéon de plantas modificadas genéticamente (PMG), igual que la mejora por cruzamiento
convencional, da lugar a plantas con mejores caracteristicas agronémicas y nutricionales. Si la nueva
caracteristica deseada no se encuentra en el acervo genético de aquella especie, ésta se puede obtener
mediante transformacion (PMG) o a través de métodos clasicos mediante mutagénesis inducida por
agentes mutagénicos o radiacion ionizante (Ahloowalia y Maluszynski 2001), aunque este proceso es
impredecible y puede provocar mutaciones gendmicas no intencionadas importantes. La primera PMG
obtenida fue un tabaco con resistencia a antibidticos (Fraley et al. 1983) y la primera en comercializarse
fue el tomate FlvSavr® en el afio 1994. A partir de entonces el desarrollo y uso de las PMG destinadas a

consumo humano y animal ha aumentado de forma continua Figura 2 A).

Aunque las PMG estan sujetas a regulaciones muy estrictas (ver apartado “Marco regulador de los OMG
en la Unién Europea” mas adelante), a dia de hoy suscitan controversias recurrentes a nivel social y
politico. La evaluacion de la seguridad de las PMG destinadas a cultivo y alimentacion animal o humana
va a ser tratada en esta tesis doctoral.

El afio 2016 es el vigésimo primer afio consecutivo de comercializacion de cultivos biotecnoldgicos, y
durante este periodo el area global destinada a su cultivo ha ido en rapido aumento. A diferencia de la
tendencia en los primeros afos, en los ultimos cinco afos los paises en vias de desarrollo han sembrado
mayor superficie de cultivos biotecnoldgicos que los paises desarrollados (Figura 2 A). Actualmente,
existen eventos transgénicos en 40 paises, siendo EEUU, Brasil, Argentina, India y Canada los paises con
mayor superficie de cultivos MG. Las especies que predominan el area MG cultivada son la soja, el maiz,
el algodon y la colza (ISAAA’s GM Approval Database) (Figura 2 B).
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A dia de hoy (junio 2016) se han autorizado 390 eventos de transformacion y existen 107 genes
modificados que implican la modificacidon de 37 caracteres. Los caracteres MG comercializados incluyen
(ISAAA’s GM Approval Database):

- Tolerancia a herbicidas

- Resistencia a insectos

- Tolerancia a estrés abiotico

- Resistencia a plagas

- Alteracion del crecimiento o rendimiento
- Modificacién de la calidad nutritiva

- Control del sistema de polinizacion

Las caracteristicas agrondmicas que han tenido mdas éxito comercialmente son las que confieren
resistencia a insectos o tolerancia a herbicidas. Asimismo, muchas de las PMG que se cultivan llevan
eventos apilados (stacked events), es decir multiples eventos de transformacién combinados, que
expresan dos o mas de estos caracteres (Figura 3). Las PMG que aportan beneficios a nivel agronémico
son las llamadas de “primera generacion”. Algunos ejemplos importantes de este tipo de eventos se
muestran en la Tabla 1. Las investigaciones actuales se centran en producir variedades de PMG que
aporten mejoras nutricionales o industriales como semillas de soja con niveles de acidos grasos
modificados 0 maiz que expresa una a-amilasa termostable. Estos son los llamados OMG de “segunda

generacion” ya que confieren beneficios directamente al consumidor.

=== Herbicide Tolerance
Stacked Traits
= = Insect Resistance (Bt)

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 3. Evolucion del area destinada a cultivos biotecnoldgicos a nivel global, desde 1996 a 2014. [Fuente: Clive
James (ISAAA 2014)]

i PMG tolerantes a herbicidas

Las variedades de PMG tolerantes a herbicidas no selectivos de amplio espectro, como el glifosato y el
glufosinato, ofrecen una alternativa muy simple para el control de malas hierbas. El glifosato inhibe la
enzima EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa) que esta implicado en la sintesis de aminoacidos
aromaticos esenciales, ademas de vitaminas y otros compuestos secundarios importantes. Este herbicida
fue desarrollado cerca del afio 1970 por la empresa Monsanto bajo el nombre de Roundup®. Las PMG
tolerantes a glifosato (llamadas Roundup Ready® o RR) tienen incorporado (i) un gen bacteriano que
codifica una variante de EPSPS que es tolerante al glifosato, por ejemplo, el procedente de la cepa CP4

de A. tumefaciens, cp4-epsps; o bien (ii) un gen que codifica una enzima que degrada el glifosato (gmo-
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compass.org, 2016). Por otra parte, el glufosinato (una sal de amonio del aminoacido fosfinotricina)
bloquea la enzima glutamina sintasa, que esta implicada en el metabolismo del nitrégeno. De esta forma,
se incrementa el nivel de amonio intracelular, que resulta toxico para las células. Estos herbicidas se
conocen con el nombre de Liberty®, Rely® o Basta® y fueron desarrollados por Bayer en 1984. Las plantas
modificadas para tolerar el glufosinato (LibertyLink® o LL) llevan un gen bacteriano pat o bar
(phosphinothricin N-acetyltransferase) que produce una enzima que detoxifica la fosfinotricina y asi se
evita que se vean afectadas por el herbicida (gmo-compass.org, 2016).

Tabla 1. Ejemplos de eventos de PMG con tolerancia a herbicida, resistencia a insectos y eventos apilados.

Nombre del evento Especie Nombre comercial Gen(es) introducido(s)  Ano autorizacion

Tolerancia al herbicida Glifosato

GT73 Colza Roundup Ready™ cp4 epsps 1994
GTS 40-3-2 Soja Roundup Ready™ cp4 epsps 1995
MON1445 Algodén Roundup Ready™ cp4 epsps 1995
GA21 Maiz Roundup Ready™ mepsps 1997
NK603 Maiz Roundup Ready™ cp4 epsps 2000
Tolerancia al herbicida Glufosinato

HCN92 (Topas 19/2) Colza Liberty Link™ Innovator™ bar 1995
T14 Maiz Liberty Link™ pat 1995
A2704-12 Soja Liberty Link™ pat 1996
Resistencia a insectos lepidopteros

Bt176 Maiz NaturGard KnockOut™ cry1Ab; bar 1995
MONS810 Maiz YieldGard™ cry1Ab 1995
MIR162 Maiz Agrisure™ Viptera vip3Aa20 2008
Bt Brinjal Event EE1 Berenjena BARI Bt Begun cry1Ac 2013
Eventos apilados

MS8 Colza InVigor™ bar; barnasa 1996
Bt11 Maiz Agrisure™ CB/LL cry1Ab, pat 1996
TC1507 Maiz Herculex™ | crylFa2; pat 2001
MXB-13 Algodén WideStrike™ cry1F, cry1Ac 2004

i PMG resistentes a insectos

Actualmente se comercializan PMG con resistencia a insectos en soja, maiz, algodén y berenjena (ISAAA’s
GM Approval Database). Dichas PMG se han desarrollado mediante la insercion de genes que codifican
toxinas con propiedades insecticidas derivadas de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) (de Maagd et al.
1996). Existen PMG que confieren resistencia a coledpteros (cominmente conocidos como escarabajos)
y a lepidépteros (mariposas), siendo estas Ultimas las mas importantes econémicamente y exitosas a nivel
comercial (Tabla 1). Las plagas de lepidépteros mas importantes a escala global son las causadas por el
gusano del algoddn y el taladro del maiz (www.extension.umn.edu, 2016). Las plantas Bt, se discutiran en
detalle mas adelante ya que en este trabajo se ha usado como planta MG modelo el maiz MON810

resistente a lepidépteros.
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ii. Otras plantas MG

Las PMG con resistencia a insectos han sido las mas exitosas, sin embargo, auin no se han logrado plantas
resistentes a estrés biodtico causado por virus u hongos. Este tipo de caracteres se han empezado a
desarrollar sobre todo en patata (Solanum tuberosum L. (1753)). Concretamente, se han autorizado 15
eventos de patata resistentes al virus Y de la patata (PVY) mediante la insercién de genes que codifican

la proteina de la capside de este virus (pvy cp (coat protein of PVY)) (ISAAA, 2016).

Se han caracterizado numerosos genes de resistencia (genes R) de diferentes especies de plantas que
confieren resistencia a bacterias, hongos, virus, nematodos o insectos. La mayoria de estos forman parte
de una familia multigénica muy conservada y se ha trabajado con su posible utilizacién para el desarrollo
de variedades resistentes mediante cisgénesis o intragénesis. Respecto a plantas resistentes a hongos,
unicamente se ha autorizado la patata W8, transformada con el gen de resistencia rpi-vnt1. Este gen
proviene de la patata salvaje Solanum venturii H & H. (1960) (ISAAA, 2016), resistente al tizon tardio
provocado por el hongo Phytophthora infestans (Van Der Vossen et al. 2003; Park et al. 2005; Champouret
et al. 2009).

Ademads, también se han dedicado esfuerzos en la produccién de PMG que incorporen diversas
modificaciones en los productos de reserva (aceite, almiddn), y en consecuencia presenten ventajas
nutricionales o industriales. Un ejemplo conocido es la patata Amflora®, cuyo gen gbss (granule bound
starch synthase) se inactiva por la tecnologia antisentido. De esta forma, la patata produce almidén con
un contenido muy bajo de amilosa, lo cual es una caracteristica muy atractiva para la industria papelera.
La patata Amflora® (EH92-527-1) fue aprobada en el afio 2010 para cultivo y comercializaciéon con fines
industriales (no alimentarios): se trata del tercer evento GM aprobado para cultivo en la UE, después del
maiz MONB810 (ver apartado “Caso particular del maiz evento MON810”, en la pagina 33) y el maiz Bt176
(cuya aprobacion se suspendio en 2007). Sin embargo, la empresa BASF Plant Science retiré su cultivo
de la UE en 2012.

Otras aplicaciones prometedoras de las plantas MG son la fitoremediacién, plantas biofactoria (molecular
farming) o la biofortificacién. La fitoremediacién consiste en el uso de las plantas para eliminar o degradar
contaminantes del suelo o agua como mercurio (Ruiz y Daniell 2009) o contaminantes volatiles (Doty et al.
2007). Las plantas biofactoria podrian producir algunas sustancias para uso terapéutico como
medicamentos antimaldricos (Pulice et al. 2016). Y finalmente, la biofortificacion se centraria en obtener
cultivos con mayor cantidad de nutrientes y vitaminas, como arroz con mayor contenido de hierro para

hacer frente a la desnutricion en algunas zonas, como Asia (Masuda et al. 2013).
Plantas Bt

Las plantas Bt son resistentes a insectos por expresar genes de B. thuringiensis (de sus iniciales deriva el
nombre Bt) con propiedades insecticidas. La caracteristica principal de B. thuringiensis es que en su fase
de esporulacién produce cuerpos cristalinos de naturaleza proteica que son toxicos para las larvas de
insectos. Estas proteinas reciben el nombre de Cry (de cristalinas) y son la base de los insecticidas mas

extendidos en el mundo. Los cristales estan formados por proteinas y cada cuerpo cristalino puede estar
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formado por una o varias proteinas Cry. Actualmente se han descrito mas de 700 tipos de proteinas Cry
que se clasifican en funcion de su similitud de secuencia. La informacion actualizada sobre los genes
codificantes de Cry se encuentra en la base de datos de las toxinas Bt (Crickmore et al. 1998,
www.btnomenclature.info). EI mecanismo de accidn esta bien descrito (de Maagd et al. 2003; Bravo et al.

2007; Sauka y Benintende 2008) (Figura 4) y se resume a continuacion.

Las toxinas de B. thuringiensis son ingeridas por el insecto y solubilizadas por las proteasas intestinales y
el pH alcalino de los insectos, para pasar del estado inactivo protoxina al estado activo de la toxina. La
forma monomérica de la toxina es capaz de atravesar la membrana peritréfica y unirse covalentemente a
proteinas del tipo cadherina. De acuerdo con estudios realizados en cultivos celulares de insectos se inicia
a continuacion una cascada de sefalizacion dependiente del ion magnesio, que culminaria en muerte
celular. Por otro lado, en base a experimentos in vitro se ha propuesto que la unién de monémeros de Cry
a cavadherinas facilita el clivaje proteolitico en el extremo N-terminal de la toxina. Esto induciria el
ensamble de los mondmeros para formar una forma oligomérica preporo. Finalmente, un receptor
secundario del tipo aminopeptidasa N (APN) o fosfatasa alcalina (ALP) se uniria al pre-poro para facilitar

la formacion de un poro, provocando un desequilibrio osmético y consecuentemente la muerte celular.

Crystal protoxin toxin binding to clevage of helix a-1 binding to pore formation
solubilization  activation cadherin receptor and oligomerization APN receptor

Figura 4. Mecanismo de accion de las proteinas Cry. 1) Solubilizacion de la protoxina; 2) activacién de la toxina; 3)
unién de la toxina a la cadherina y formacion de la forma monomérica activa; 4) formacion de la estructura oligomérica
preporo; 5) unién de la APN o ALP; 6) formacién del poro y muerte celular. [Adaptado de de Maagd RA1, Weemen-
Hendriks M, Molthoff JW, 2003]

Es importante tener en cuenta que no existen sitios especificos de unién de las endotoxinas Cry de B.
thuringiensis en las superficies de las células intestinales de mamiferos, de forma que ni el ganado ni los
humanos somos susceptibles a estas proteinas. Existen muchos estudios de revisidon que reportan dicha
inocuidad: McClintock et al. 1995; Betz et al. 2000; Siegel 2001 y mas recientemente Koch et al. 2015.

A pesar de que la mayor parte de PMG autorizadas actualmente se basan en proteinas Cry
(fundamentalmente Cry1, fuertemente téxica para lepiddpteros), se conocen en B. thuringiensis otros
factores de virulencia, también especificos contra insectos, como las proteinas Vip, Cyt, y Sip.

Concretamente Vip3 confiere resistencia a lepidépteros en PMG de maiz y algoddn autorizadas.
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3. Cultivo y comercializacion de las PMG

Situacioén en la UE

Actualmente, el nimero de PMG autorizadas en la UE para uso en alimentos y piensos asciende a 55; e
incluyen eventos de maiz, algodon, soja, colza y remolacha azucarera. Por otra parte, se estan tramitando
58 expedientes de solicitud, 17 de los cuales han recibido una evaluacion favorable por parte de EFSA
faltando la aprobacion final por parte de los Estados Miembros (EEMM) y de la Comision Europea. La lista
de PMG autorizadas y el alcance preciso de la autorizacion puede consultarse en el registro de alimentos
y piensos modificados genéticamente de la UE, que se encuentra en la siguiente direccion:
ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm. Existen 8 solicitudes de cultivo de PMG en la UE
todavia no resueltas, entre los que se incluye la renovacion de la autorizacion del maiz MON810

(ec.europa.eu/index_en.htm, 2016).

En la UE se necesitan unos 40 millones de toneladas de soja al afho para alimentar al ganado. Sin embargo,
se producen menos de 2 millones de toneladas de soja (que es soja no MG, porqué en la UE no se ha
autorizado ningun evento de soja MG para cultivo) (faostat.fao.org, 2016). Por tanto, el sector ganadero
de la UE depende en gran medida de la produccion en terceros paises para la proteina de origen vegetal
en los que el cultivo de OMG esta muy extendido. Concretamente en 2013, la UE importé mas del 60% de
sus necesidades de proteina vegetal proveniente de Brasil, Argentina, Estados Unidos y Paraguay. Por lo
que se refiere a los alimentos, el numero de productos con ingredientes MG que pueden adquirirse en el
mercado de la UE es pequeno. La UE, pues, importa grandes cantidades de piensos MG, pero un volumen
muy pequefo de alimentos MG (ec.europa.eu/index_en.htm, 2016). Muchas empresas alimentarias han
tomado la decisiéon de no vender alimentos que contengan ingredientes, o estén fabricados a partir de
OMG. Esto puede estar relacionado con las obligaciones en materia de etiquetado establecidas en la
normativa europea (ver apartado “Etiquetado y trazabilidad”), asi como con la disponibilidad de alternativas
convencionales no transgénicas. Actualmente, el unico evento MG que esta autorizado en la UE para

cultivo y produccién de semillas es el maiz MON810.
Caso particular del maiz evento MON810

El maiz

El maiz, Zea mays L. (1753), es una especie de la familia de las gramineas que se considera originaria de
América Central y debio aparecer en los albores de la agricultura, hace entre siete y diez mil afios. A pesar
de los estudios arqueoldgicos y biolégicos realizados, existe todavia cierta discrepancia acerca de su
origen. La presencia de restos de mazorcas pequefias en yacimientos arqueoldgicos de hace mas de
5.000 anos en México, asi como el descubrimiento de polen de maiz fésil, soportan la idea de que esta
planta se origind en México. Sin embargo, el hallazgo de palomitas de maiz antiguas en la zona de los
Andes en Bolivia y Peru sugeriria un origen en esta region. También podria haberse formado en la region
asiatica del Himalaya (Ranum, Pefia-Rosas y Garcia-Casal, 2014), por un cruce entre alguna especie del
género Coix spp y alguna especie de Andropogoneae, probablemente del género Sorghum. Respecto a

sus ancestros, la idea mas aceptada actualmente es que el maiz habria evolucionado a partir del teosinte

Tecnologias 6micas para la evaluacién de riesgos de las plantas modificadas genéticamente 33



por seleccién humana. Se considera que el maiz fue una de las primeras plantas domesticadas ya que los
agricultores primigenios guardarian las semillas con mejores caracteristicas para la cosecha del afo
siguiente. De hecho, el maiz es un claro ejemplo de planta seleccionada artificialmente porque no puede
crecer de manera salvaje sin los cuidados del hombre. Se piensa que la evolucion del maiz desde el
teosinte se dio de forma relativamente rapida e implicd cambios en cinco regiones importantes del genoma
gue provocarian diferencias morfoldgicas dramaticas (Doebley y Stec, 1993). El maiz moderno presenta
menos ramas por tallo, tiene una mazorca mayor y los granos mas expuestos (no encapsulados) que el

teosinte, como se puede comprobar en la Figura 5.

L L TT—

Maiz Teosinte

Figura 5. Representacion de la mazorca y la parte aérea de la
planta de maiz moderno (izquierda) y su probable ancestro
salvaje, el teosinte (derecha). [Fuente: University of Utah]

Durante los ultimos dos mil afios de domesticacién del maiz, los nativos americanos lo expandirian por
todo el continente, de forma que se adaptd de manera diferente en cada regiodn, lo que habria dado lugar
a gran numero de variedades. Los cambios genéticos que han provocado la obtencién del maiz que se
cultiva actualmente (Zea mays spp. mays) habrian implicado cambios menores en muchos genes (Doebley
y Stec, 1993). El cambio mas significativo fue el aumento de tamano de las mazorcas, lo que permitioé que
el maiz fuera una buena fuente de alimento. Ademas, el maiz es una planta C4 con una alta tasa
fotosintética y, por tanto, tiene un buen rendimiento. La plasticidad del genoma del maiz ha facilitado que,
durante la domesticacién de este cereal, se obtengan variedades con caracteristicas muy diversas (tipo,
forma y color del grano; niveles de almiddn; adaptacion a diferentes climas y resistencia a plagas) (Figura
6).

Los primeros exploradores europeos introdujeron este cereal en Europa durante los siglos XVI y XVIl y
mas tarde en otras partes del planeta gracias a la habilidad del maiz de crecer en climas muy diversos. La
importancia del maiz para la alimentacion en Europa no fue relevante hasta el siglo XIX. Hacia principios
del siglo XX se obtuvieron las primeras semillas hibridas y nacia la disciplina que ahora conocemos como
mejora vegetal. La mejora genética vegetal vino impulsada gracias al redescubrimiento de las teorias de
la herencia genética de Mendel, el descubrimiento de los cromosomas, la enunciacion de la teoria de la
seleccion natural y el conocimiento de la polinizacion de las plantas. En Europa, la empresa Gartons
Brothers, en Inglaterra, es considerada la primera empresa de mejora de semillas (Figura 7 A). Norman

Borlaug, en la década de los afios 40 del siglo XX, fundé el CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento
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de Maiz y Trigo) en México mediante el apoyo de la fundacién Rockefeller y el gobierno mexicano. Este
centro es uno de los mas importantes a nivel de mejora de cultivos. De hecho, en el CIMMYT fue donde
se gestd la revolucidon verde ya que se impulsaron programas rigurosos y sistematicos para el
mejoramiento del trigo, el maiz y otros cereales. Estos programas supondrian un mayor rendimiento de los
cultivos gracias a la modernizacidon de las técnicas agricolas, expandiendo los sistemas de irrigacion,
distribucién de semillas hibridas, fertilizantes y pesticidas. La revolucién verde implicé que México pasara
de ser importador de trigo a ser exportador neto en los afios 60. Ademas gracias al aumento de produccion
agricola se disminuyd la hambruna a nivel mundial (Weckwerth 2011; faostat.fao.org, 2016). N. Borlaug
recibié el Premio Nobel de la Paz en el afo 1970 (Figura 7 B). Mas tarde, la ingenieria genética, y como
resultado el cultivo y comercializacion de PMG supuso un paso mas en la tecnificacion de la agricultura.
El maiz resistente a insectos (0 maiz Bf) fue el primer maiz MG que se autorizé en EEUU en el 1996. A

partir de entonces, el cultivo y produccion de maiz transgénico se expandié rapidamente: en el afio 2014,

el 30% del maiz producido mundialmente provenia de cultivos MG (ISAAA 2014) Figura 2 B.
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Figura 7. A) Catélogo de semillas de la empresa Garton Brothers. B) En el afio 2014 se celebraron los 100 afios del
nacimiento de N. Borlaug. (Fuente: ISAAA).
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La secuencia del primer genoma vegetal, de Arabidopsis, fue publicada en el afio 2000 (Arabidopsis
Genome Initiative 2000). Cinco afios mas tarde se publicé el de la primera planta monocotiledénea, el arroz
(International Rice Genome Sequencing Project, 2005) y en el 2009 se lanzé la secuencia completa del
genoma del maiz, Zea mays cv. B73 (RefGen_v1) (Schnable et al., 2009). El genoma del maiz tiene unas
2,4 gigabases (Gb) con un numero haploide de cromosomas igual a 10; consta de 63.391 genes, que
codifican 39.469 proteinas (plants.ensembl.org. 2016). El maiz ademas se ha usado como planta modelo
y herramienta para estudios de fisiologia y genética vegetal. Por ejemplo, Barbara McClintock (Premio
Nobel de Medicina, 1983) descubrio los transposones en Cold Spring Harbor hacia los afios 1950 gracias

a sus estudios de genes en el maiz (McClintock 1950).
Importancia actual del maiz

El maiz se cultiva practicamente en todas las zonas del mundo (Figura 8 A), bajo ambientes muy diversos:
desde climas tropicales a templados y desde zonas montafiosas a costeras. Desde hace mas de una
década, el maiz es el cereal con mayor produccion en el mundo, seguido por el arroz, el trigo, la cebada y
el sorgo (Figura 8 C). En los ultimos 20 afos, los mayores productores de maiz a escala global han sido
EEUU, China y Brasil, produciendo conjuntamente el 67% del maiz mundial (faostat.fao.org, 2016) (Figura
8 B). En la Unién Europea, la produccion de cereales la encabeza el trigo, seguido del maiz; siendo

Francia, Rumania e Italia los mayores productores europeos de este cereal (faostat.fao.org, 2016)

El grano del maiz, uno de los mas versatiles, puede ser cocinado, secado y/o molturado, para producir
harinas, aceites y jarabes. El maiz para consumo humano se presenta en una gran diversidad de
productos: maiz tostado, maiz dulce, palomitas, copos de maiz, tortitas, almiddn, etc. Los paises con mayor
tasa de consumo de maiz para alimentacion humana son Lesotho, Malawi, México, Zambia y Zimbabue
(faostat.fao.org, 2016). Sin embargo, el uso principal del maiz es la produccién de piensos para
alimentacion del ganado, aprovechandose también la parte verde de la planta para obtener ensilados. En
el ano 2014, el continente europeo destind un 74% del maiz para fabricar piensos, cerca del 20% para uso
industrial (“International Grains Council,” 2015) en forma de almidones, aceites o para obtener bioetanol;

y Unicamente el 5% restante se destiné a la alimentacion humana.
El maiz MON810

El evento MON810 de maiz (comercialmente conocido como YieldGard®) fue desarrollado por Monsanto
en el aho 1996 para ser resistente a los insectos Ostrinia nubilialis y Sesamia nonagrioides, conocidos
como taladro europeo que causan una de las plagas mas importantes del maiz. Las larvas de estos
insectos atacan el maiz por el tejido vascular, a nivel de la base del tallo o de la mazorca, obstruyendo la
circulacion de agua, azucares y nutrientes. Como consecuencia se debilita la cafa, lo que hace la planta
vulnerable al viento; y los granos se desarrollan de forma defectuosa, con menor “llenado”, lo que conlleva
un menor rendimiento. Ademas, el ataque del taladro facilita, a través de las heridas, otras infecciones de
microorganismos oportunistas como hongos (muy frecuentes los del género Fusarium sp.), algunos de los
cuales producen micotoxinas, especialmente fumonisinas y zearalenonas tdxicas para humanos y
animales (EFSA 2009) (Comisién Europea, Reglamento N° 1881/2006 ). El taladro genera, pues, pérdidas

en el rendimiento y la calidad de la cosecha de maiz, lo que conlleva importantes pérdidas econdémicas.
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Figura 8. Cultivo de maiz a escala global. A) Mapa de la producciéon de maiz por paises. B) produccion anual (afio
2014) de maiz de los 7 paises con mayor produccion. C) Porcentaje de produccion anual de los cinco cereales mas
producidos en el mundo (maiz, arroz, trigo, cebada y sorgo), respecto a la produccién de cereales global. Los datos
corresponden a 2013, afo en que la produccion global de cereales fue 2.759 millones de toneladas). [Fuente: adaptado
de los datos de la FAO, 2016]

Figura 9. Efectos causados por el taladro de maiz: Galerias excavadas en A) las cafias de maiz y B) en las mazorcas.
Como sintomas secundarios de infestaciones severas del taladro puede ocurrir C) Rotura y caida de las cafas de
maiz y D) infeccién de hongos fitopatdgenos en las mazorcas. [Fuente: University of Minnesota]
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El maiz MON810 fue obtenido mediante la trasferencia de un gen sintético, codificante de una version
truncada de la &-endotoxina Cry1A(b) derivada de B. thuringensis, mediante transformacion biolistica del
cultivar de maiz Hi-ll. La expresion de este transgén estd controlada por el promotor constitutivo y
modificado 35S CaMV vy el intron Hsp70 de maiz (Figura 10). EI método de transformacion por biolistica
esta asociado a inserciones truncadas y reorganizaciones gendémicas (Latham et al. 2006), lo que
probablemente tuvo lugar durante el proceso de integracién. En el extremo 3’ una pequefa parte del gen
cry1A(b) y el terminador NOS-T, que formaban parte del cassette de transformacion, no estan presentes
(Hernandez et al., 2003).
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Figura 10. Esquema del inserto del maiz Bt MON810. Se indica el tamafo (en pares de bases, pb) de cada uno de
los elementos.

La caracterizacion molecular del maiz MON810 revela que contiene una Unica insercidon del transgén con
el promotor 35S, el intron del maiz Hsp70 y parte de la secuencia codificante de cry1A(b) (EFSA 2009).
Los datos obtenidos indican que no existen trazas de otros elementos del vector de transformacion en el
maiz MONB810 y por tanto no hay restos de genes de seleccion. En 2008 se identifico el lugar de insercion
del transgén en MON810: la secuencia de DNA de maiz flanqueante en 5’ es homdloga a la secuencia
LTR del gen a-zeina de 22kDa (Holck et al. 2002); mientras que en region 3’ es uno de los intrones (intrén
8) del gen de maiz que codifica una ubiquitin ligasa HECT E3, que se encuentra orientada en sentido
inverso al transgén (Rosati et al. 2008). La transcripcion de cry1A(b) sobrepasa el extremo 3’ del transgén,
y se generan transcritos de diferente longitud, alargandose hasta aproximadamente 1 kpb downstream
(Rosati et al. 2008; La Paz et al. 2010; Pla et al. 2012). No obstante, la presencia de un coddn stop en la
posicion +7 downstream del sitio de truncamiento conduce a la produccién de una proteina Cry1A(b) con

363 aminoacidos menos que la original, e incorpora dos aminoacidos adicionales en el extremo C-terminal.

El maiz MON810 se empezd a cultivar en EEUU en el 1996, seguido rapidamente de Canada, Argentina
y Europa. En Europa este maiz se autorizd bajo la Directiva 90/220/EEC para cultivo, importacion,
produccién de semillas y para fabricacion de alimentos y piensos (gmo-compas.org, 2016, cera-gmc.org,
2016). En el afio 2007 se sometid para la renovacién de la autorizaciéon y la EFSA emitié un informe
favorable en respuesta a la aplicacion de la renovacién (EFS Panel on Genetically Modified Organisms,
2009). En este informe, la EFSA, concluyé que el maiz MON810 es tan seguro como su homdlogo
convencional. La autorizacion para el cultivo fue finalmente renovada en el 2013. Se trata actualmente del
unico maiz MG autorizado en UE para el cultivo y produccion de semillas. En el afo 2014 en Europa se
cultivaron 131.538 hectareas de maiz MON810 (gmo-compass.org, 2016): esta cifra representa menos del
1,5% del total de la superficie dedicada al cultivo de maiz en la UE (aunque a nivel global, el maiz MG
representa un 30%). El 90% del maiz MG producido en Europa se cultiva en Espana, produciéndose el

10% restante en Portugal, Eslovaquia, Republica Checa y Romania (gmo-compass.org, 2016).

Desde 1998 el maiz convencional coexiste en Espafna con el maiz MON810, donde representa el 30% de
la produccién total. Aragén es la comunidad auténoma donde mas maiz MG se cultiva, y le siguen
Catalunya y Extremadura. En el 2014 (Figura 11) en Espafa disminuy6 ligeramente el cultivo del maiz

convencional, y también del MG, debido probablemente al bajo precio del cereal y a las condiciones
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climaticas (MAGRAMA, Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, 2016). Sin embargo, la
proporcion de cultivo MG se ha mantenido relativamente estable. En algunas zonas con especial incidencia
de taladro, por ejemplo, en lEmporda, Catalunya, la proporcion de campos de maiz MON810 ha llegado
a representar mas del 70% del total de maiz (Departament d’Agricultra, Ramadaria, Pesca i Alimentacio,
2016).
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Figura 11. Produccion de maiz Bt MON810 en Espafia desde 1998, en hectareas. [Fuente: Fundacion Antama]

El transgén de MON810 fue generado por Monsanto en una linea de maiz con una buena eficiencia de
transformacion y regeneracion, pero sin caracteristicas agrondmicas valiosas (ello es necesario en algunas
especies como el maiz). Las empresas semilleras usan la linea transgénica parental de MON810 para
introducir el transgén en lineas parentales convencionales con caracteristicas agrondémicas de interés.
Mediante programas de retrocruzamientos, se obtienen variedades de maiz hibridas portadoras del
transgén en el fondo genético perteneciente a la variedad de interés comercial. De esta manera, las
empresas mejoradoras obtienen sus propias variedades transgénicas comerciales, con caracteristicas
agrondmicas adaptadas a las diferentes necesidades. Por tanto, la variedad MG comercial portara,
ademas del transgén, una pequefa proporcion del genoma de la linea transgénica parental (Figura 12).
La linea convencional parental, transformada para obtener MON810, se denomina convencional isogénica
y es el mejor comparador respecto a la linea transformada. Sin embargo, las empresas mantienen el
proceso de retrocruzamientos como informacién confidencial, de forma que no es posible acceder a la
informacién respecto a la relacion genética exacta entre las variedades. La variedad convencional (no MG)
disponible comercialmente mas cercana a una cierta variedad MON810 se denomina variedad near-
isogenic. Las parejas de variedades convencionales y near-isogenic comparten la mayor parte del genoma
y presentan caracteristicas agronémicas similares, exceptuando el transgén y una pequeia cantidad (a
priori desconocida) del genoma del parental donador del transgén. Esto tiene relevancia en el contexto de
evaluacién de riesgos de los OMG, ya que se fundamenta en la comparacion de la planta MG con la
variedad convencional genéticamente mas cercana (ver apartado Principio de equivalencia sustancial, en
la pagina 46). En el afio 2016, el Registro Nacional de Variedades Comerciales incluye 126 variedades
MONB810 para cultivo en Espafia (MAGRAMA Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente,
2016).
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Figura 12. Proceso de obtencién de hibridos convencionales y transgénicos [Fuente: Palaudelmas 2009]
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4. Marco regulador de los OMG en la Unién Europea

En la Unidn Europea impera el principio de precaucion por lo que respecta a la legislacion de los OMG.
Por este motivo se impone una autorizacion previa al cultivo y comercializacién de cualquier evento de
transformacion que se desee introducir en el mercado europeo. Esto convierte la legislacion europea sobre

OMG en una de las mas estrictas del mundo.

En los primeros reglamentos sobre nuevos alimentos (afios 90 del siglo XX) se establecia el procedimiento
de equivalencia sustancial para la regulacion de los nuevos OMG (ver Principio de equivalencia sustancial,
en la pagina 46). Este procedimiento se basa en que el nuevo producto objeto de la autorizacion debe ser
equivalente a nivel nutricional, organoléptico y de calidad al alimento o producto convencional ya existente.
Sin embargo, este concepto no constituye en si mismo una evaluacién de seguridad. En reglamentos
posteriores, como el Reglamento N° 1829/2003 sobre alimentos y piensos MG, se instauré un
procedimiento para aceptar o denegar las autorizaciones para la comercializacion de alimentos y piensos
MG; asi como para el cultivo de plantas MG destinadas a la produccion de alimentos y piensos. En este
documento se especifica qué pruebas deben realizarse y qué procedimiento debe seguirse para obtener
dichas autorizaciones. En el afno 2011 el Comité Cientifico de la EFSA publicé unos documentos guia para
la evaluacion de riesgos de alimentos y piensos derivados de plantas MG (EFSA 2011a). También publicd
un documento guia para adaptar los protocolos de los estudios de toxicidad oral de 90 dias en roedores
(90 day feeding trials) para la evaluacion de las plantas MG (EFSA Scientific Committee, 2011; basado en
la guia TG 408 de la OCDE, OCDE, 1998), en la que se incide sobre aspectos de disefio, ejecucion,
analisis e interpretacién de resultados. El reglamento actualmente vigente en la UE para la autorizacién de
OMG (Reglamento N° 503/2013, Parlamento Europeo 2013) detalla las pruebas requeridas para demostrar
la seguridad de la planta MG sobre la salud humana y animal, y sobre el medioambiente; indicando como

requerimiento la realizacion de un estudio de alimentacion de ratas durante 90 dias en todos los casos.
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La informacion que debe incluir una solicitud de autorizacion para alimentacion humana o animal, y/o
cultivo de un nuevo evento MG se resume en la Figura 13. La identificacion y caracterizacion de los peligros

potenciales se basa en los siguientes conceptos (Konig et al. 2004; Parlamento Europeo 2013):

- Caracterizacion de las plantas parentales: informacién fenotipica y agrondmica; distribucién
geografica; historia de uso; analisis composicional de nutrientes, antinutrientes, toxinas y
alérgenos.

- Caracterizaciéon molecular del organismo donador: informacion del proceso de transformacion,
caracterizacion del DNA recombinante insertado, determinacién del lugar de insercién y nimero
de copias del transgén.

- Caracterizacion del producto genético (proteina o metabolito recombinante): modo de accion,
evaluacion de la toxicidad y alergenicidad.

- Caracterizacion de la nueva planta MG: informacion fenotipica y agrondémica, analisis
composicional comparativo (basado en el principio de equivalencia sustancial) y estudios

toxicolégicos en ratas (ver Evaluacion de la seguridad de los cultivos MG, en la pagina 46).

SOLICITUD AUTORIZACION DE ALIMENTOS Y PIENSOS GENETICAMENTE MODIFICADOS
Reglamento de Ejecucion (UE) n®503/2013

PARTE I. INFORMACION GENERAL

Designacion y especificacion de la planta modificada genéticamente y sus productos.

Objeto de la solicitud (alimento modificado genéticamente; pienso modificado genéticamente o
plantas modificadas genéticamente para su utilizaciéon en alimentos o piensos)

Descripcién del método de produccion y fabricacion.

Condiciones de comercializacion del alimento o alimentos o del pienso o piensos modificados
genéticamente, incluidas las condiciones especificas de utilizacion y manipulacién.

Situacion del alimento o pienso o de las sustancias relacionadas con arreglo a otras disposiciones d
del Derecho de la Unién.

PARTE Il. INFORMACION CIENTIFICA

1. Identificacion y caracterizacion de los factores de peligro
Informacién relativa a las plantas receptoras o (en su caso) parentales
Caracterizaciéon molecular
Analisis comparativo
Toxicologia (incluye estudios de 90 dias en ratas)
Alergenicidad
. Evaluacioén nutricional
Evaluacion de la exposicion: ingesta prevista o grado de utilizacién
Caracterizacion del riesgo
Seguimiento postcomercializacion de los alimentos o piensos modificados genéticamente
Evaluacion medioambiental
Plan de seguimiento medioambiental
Informacién adicional relacionada con la inocuidad de los alimentos o piensos modificados genéticamente

Noohowb

PARTE lll. PROTOCOLO DE CARTAGENA
PARTE IV. ETIQUETADO

PARTE V. METODOS DE DETECCION, MUESTREO E IDENTIFICACION Y MATERIAL DE REFERENCIA

PARTE VI. INFORMACION ADICIONAL QUE DEBE FACILITARSE EN RELACION CON LAS PLANTAS
MODIFICADAS GENETICAMENTE O LOS ALIMENTOS O PIENSOS QUE CONTENGAN O ESTEN
COMPUESTOS POR PLANTAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

Figura 13. Informacion requerida para la solicitud de Autorizacion de Alimentos y Piensos Genéticamente Modificados
segun el Reglamento (UE) n°® 503/2013.
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5. Aspectos criticos de la regulacion de los OMG

Proceso de autorizacion

De acuerdo con la legislaciéon de la UE un OMG solo puede introducirse en el mercado o cultivarse en la
UE si cumple todos los requisitos de seguridad establecidos en la reglamentacion. De acuerdo con el
principio de precaucion, dicha evaluacion se establece caso a caso. Las solicitudes deben presentarse a
la autoridad competente de un Estado Miembro (por ejemplo, en el Estado Espafiol a la Agencia Espafola
de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion, AECOSAN). La EFSA, en colaboracién con las
respectivas agencias competentes de los EEMM, realiza la evaluacion cientifica del peligro para la salud
humana y animal, y el medio ambiente. El informe de evaluacién es de libre acceso y se abre una consulta
publica durante un periodo de un mes. Una vez finalizada, la evaluacién del riesgo sirve como base a partir
de la cual la Comisién propone una decision a los EEMM por la que se acepta o se rechaza la autorizacion

de comercializacion de un OMG.

En un plazo de tres meses a partir de la recepcion del dictamen emitido por la EFSA, la Comision elabora
un proyecto de decision para la concesién o la denegacion de la autorizacién. La Comision puede disentir
de la recomendacion cientifica de la EFSA, pero, justificando su posicién. El proyecto de decision de la
Comision presentado a los EEMM se somete a votacion por mayoria cualificada; en caso de no llegar a
una decision por mayoria, la Comision tomaria la decision final (European Comission 2016,
ec.europa.eu/index_en.htm) (Figura 14). El proceso de evaluacion y autorizacién por la EFSA, EEMM y
CE suele durar entre uno y dos anos, aunque se puede alargar mucho mas tiempo. Las autorizaciones
son validas por un periodo de tiempo de 10 afos, renovables. Consecuentemente, el proceso de
aprobaciéon de una planta MG es mas costoso a nivel de tiempo y dinero, que el de las plantas

convencionales

Recientemente se ha aprobado una nueva directiva que da mas flexibilidad a los EEMM para restringir o
el cultivo de OMG en su territorio, llamada “Clausula de salvaguardia” (Parlamento Europeo 2015). Esta
nueva directiva se ve reflejada en la Decisiéon de Ejecucion (Comision Europea 2016) aprobada el marzo
de 2016 que ha tenido como consecuencia la prohibicion oficial del cultivo de MON810 en 21 paises de la
UE (ec.europa.eu/index_en.htm, 2016) sin tener que justificar argumentos de riesgo para la salud humana,

animal o ambiental de los cultivo MG.
Etiquetado y trazabilidad

En el Reglamento (CE) N2 1830/2003 se establecen las instrucciones para el etiquetado y trazabilidad de
los OMG. En esta regulacién se incluye todo pienso o alimento que se componga, contenga o se haya
producido a partir de un OMG (contenga o no, DNA y/o proteinas que resulten de la modificacion genética).
Los OMG qua han sido aprobados se consideran sanos y, por tanto, el etiquetado fue introducido para
asegurar el derecho a la informacién y dar libertad de eleccion a los consumidores de la UE (esto es,
permitiendo la eleccion entre la agricultura convencional, transgénica u organica). Frecuentemente los
consumidores consideran el etiquetado como una sefial de los peligros para la salud de los OMG. Sin

embargo, esta concepcion es erronea ya que se trata, Unicamente, de una cuestion comercial.
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Figura 14. Proceso de autorizacion de los OMG. [Fuente: adaptado de Comision Europea, 2016]

Durante los procesos de produccion, transporte, y procesado se puede dar accidentalmente una mezcla
de cultivos de diferentes origenes. Por esto, los requisitos de etiquetado establecen un limite para la
presencia accidental de los OMG que pretende ser un equilibrio entre las “peticiones” de los productores

y las “exigencias” de los consumidores. Se establece pues, un limite de 0,9% de presencia de OMG
autorizados para el etiquetado obligatorio.
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La trazabilidad se define como “la capacidad de seguir los OMG y los productos producidos a partir de los
mismos a lo largo de las cadenas de produccién y distribucion en todas las fases de su comercializacion”.
Los objetivos generales de la trazabilidad son facilitar el etiqguetado de los OMG, controlar los posibles
efectos sobre el medioambiente y la salud y retirar del mercado el producto si se detectan evidencias de

riesgo.

Como ya se ha comentado la cantidad de cultivos y productos MG esta aumentando rapidamente, como
consecuencia del interés de las empresas biotecnolégicas de seguir innovando y desarrollando nuevas
tecnologias de obtencion de plantas. El término Low Level Presence (LLP) se ha adoptado para describir
la presencia accidental de pequefas cantidades de eventos biotecnolégicos que han sido autorizados en
uno 0 mas paises, pero no en otros debido a la asincronia de las aprobaciones (Kalaitzandonakes, 2011).
La UE, por ejemplo, importa grandes cantidades de productos MG de otros paises donde el cultivo de
OMG esta muy extendido. Para evitar la presencia de trazas de OMG en las importaciones de piensos MG
que no se han autorizado en la UE se han establecido los métodos de muestreo y analisis para controlar

los eventos no autorizados o desconocidos (Parlamento Europeo 2011).

Métodos de deteccion

Para cumplir con los requisitos normativos de etiquetado y trazabilidad, existe la necesidad de desarrollar
métodos fiables de muestreo, deteccion e identificacion de OMG en las materias primas y en los productos
procesados. Los métodos para la deteccion de OMG en la UE deben ser validados por el JRC (Joint
Research Center) que se constituyd en el 2003 y esta avalado por la ENGL (European Network of GMO

Laboratories) (Reglamento N° 120/2014, Parlamento Europeo 2014).

Los métodos basados en la deteccion de DNA en los alimentos MG son los mas eficientes ya que el DNA
es la molécula mas estable durante el procesado de los alimentos. Los métodos de referencia mas
frecuentemente usados se basan en la PCR (y PCR cuantitativa a tiempo real o qPCR) usando diferentes
primers especificos para las regiones promotoras y terminadoras, las regiones codificantes de los
transgenes insertados, o las regiones flanqueantes de insercion del transgén en el genoma huésped de la
planta (Broeders et al. 2014; Milavec et al. 2014; Datukishvili et al. 2015; JRC, 2016). El procedimiento
tradicional incluye la deteccion cualitativa (screening), identificacion del/de los evento/s contenidos en la
muestra y su cuantificacién posterior. La deteccion cualitativa es el paso critico para la deteccién de los

OMG ya que solo las muestras positivas son sujetas a una identificacién y cuantificacion.

En el 2016 se han autorizado 388 eventos de transformacion en 27 especies de plantas para cultivo y
comercializacion (ISAAA’'s GM Approval Database, 2016) y parece que el nimero de OMG autorizados
continuara aumentando. Debido al gran numero de variedades MG en el mercado el screening es un paso
caro y largo. Por esto han surgido los métodos de PCR multiplex ya que es una aproximacién prometedora
a la hora de discriminar un gran numero de eventos transgénicos en una sola reaccion (Nadal et al. 2006;
Leimanis et al. 2008; Pla et al. 2008; Datukishvili et al. 2015). Aunque se han realizado muchos avances
en este sentido, el analisis de los OMG todavia supone un reto. En un informe de la CE del 2013 se
enfatizaba de la dificultad de detectar los eventos transgénicos no autorizados o desconocidos (Parlamento

Europeo 2013; Kok et al. 2014). Se han creado bases de datos de métodos de deteccion de los
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transgénicos basados en la PCR, por ejemplo, la desarrollada por el mencionado JRC (gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods/), que facilitan la identificacion de diferentes OMG internacionalmente.
Recientemente, se ha empezado a percibir el potencial de la secuenciacidon masiva como herramienta para
la deteccion de OMG que permitiria ademas la identificacion de eventos desconocidos o no autorizados
(La Paz et al. 2014; Liang et al. 2014; Pauwels et al. 2015; Willems et al. 2016).

Coexistencia

El aumento progresivo del area destinada a cultivos biotecnoldgicos (Figura 2) ha comportado la aparicién
de situaciones de coexistencia. El concepto de coexistencia se define como “el principio por el que los
agricultores pueden elegir libremente los cultivos que siembran, tanto si se trata de agricultura transgénica,
convencional u organica”. A dia de hoy no existen medidas regulatorias de coexistencia en la UE, pero la
Comision publicé un informe con recomendaciones sobre coexistencia (Comisiéon Europea, 2009, 2010) y
por ahora la competencia de desarrollar una legislacidon en esta materia recae en cada uno de los EEMM.
Muchos paises de la UE ya han adoptado medidas especificas sobre coexistencia, algunas de las cuales
solo aplican a nivel local. La coexistencia trata sobre las consecuencias econdémicas de la presencia
adventicia de material de un sistema de agricultura sobre otro, sean MG, convencionales u organicos; y
no de aspectos sobre la seguridad de los OMG ya que esta cuestion esta cubierta por la legislacion

(Parlamento Europeo y Consejo Europeo, 1991).

En el proyecto europeo PRICE (Practical Implementation of Coexistance in Europe), que transcurrié entre
2012 y 2015, se han estudiado varios métodos para garantizar la coexistencia entre el maiz MG vy el
convencional. Una de las regiones de estudio fue el Baix Emporda, donde se comprob6 experimentalmente
que el seguimiento de las recomendaciones de la Asociacion Nacional de Obtentores Vegetales (Anove
2015) por parte de los agricultores, resultaba en producciones de maiz convencional con niveles
adventicios de OMG por debajo de 0,9%, incluso en campos con fuerte presion de polen MG (Nadal et al.
2016). Estas practicas evitan o reducen la polinizacién cruzada evitando superar el umbral del 0,9% de

presencia de maiz MG en campos convencionales.

En estos ensayos se ha demostrado la eficacia de las medidas de contencidn fisicas, como son separacién
entre campos (entre 25 m y 600 m), el uso de zonas de refugio (tampdn) y la separacion de las fechas de
siembra, para inducir un desfase en la floracién (Messeguer et al. 2006; Palaudelmas et al. 2009;
Palaudelmas et al. 2012; Melé et al. 2015). Estas estrategias se han seguido en otras zonas con
caracteristicas especiales como una regién insular como Mallorca, llegando a resultados similares (Vives
et al, 2016 articulo aun no publicado). Por otra parte, ensayos de campo llevados a cabo en Alemania, la
Republica Checa y Catalunya con maiz androestéril (no productor de polen), han mostrado que esto podria
ser también una estrategia de contencion biolégica eficaz para asegurar la coexistencia (Weingartner et
al. 2004; Buckmann et al. 2016). El proyecto concluyd que, con estas medidas se evitaria la presencia

accidental de maiz MG en campos convencionales, debida a la polinizacion cruzada.

A raiz de la necesidad de controlar los niveles de contaminacion de OMG en campos de cultivo, se ha
creado GIMI. Se trata de una aplicacién muy rapida y sencilla para estimar el porcentaje de OMG en un

campo convencional en funcién de los campos MG vecinos, datos de siembra y direccién del viento (Melé
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et al. 2014). Desafortunadamente, en muchos casos, existe una falta de armonizacion entre los resultados
cientificos y las medidas de segregacion adoptadas por los diferentes EEMM (Comission of European
Communities 2003; Ramessar et al. 2010; Melé et al. 2014).

6. Evaluacién de la seguridad de los cultivos MG

Como ya se ha mencionado, los cultivos MG y los alimentos y piensos derivados estan regulados bajo
varias legislaciones que cubren diferentes aspectos de seguridad y proteccién para el consumidor. La
aproximacién seguida en la evaluacién de los riesgos de los cultivos y alimentos derivados de OMG fue
establecida colaborativamente entre la OECD (OECD 1993) y la FAO (World Health Organization 2000).
En estos documentos se establecia como punto de partida el procedimiento de equivalencia sustancial
(FAO/WHO 1996) que fue aplicado por primera vez en el ambito clinico (Food and Drug Administration de
EEUU). Las agencias de seguridad alimentaria de muchos paises adoptaron este principio para la
evaluacioén de riesgos de los OMG. Este procedimiento se basa en el principio de que el nuevo producto
objeto de la autorizacion debe ser composicionalmente equivalente al alimento o producto comparador

convencional.
Principio de equivalencia sustancial

El principio de equivalencia sustancial es una aproximacion comparativa que asume la seguridad de los
cultivos convencionales basandose en su consumo tradicional seguro; y consecuentemente, éstos se
toman como control para evaluar los cultivos MG. Los primeros informes sobre seguridad alimentaria
establecieron el principio de equivalencia substancial para la seguridad alimentaria (OECD 1993;
FAO/WHO 1996), que actualmente se asume como punto inicial en el andlisis comparativo de cultivos
biotecnologicos (Kok y Kuiper, 2003). Dicho analisis comparativo incluye la composicién (nutrientes,

antinutrientes, alérgenos y toxinas naturales mayoritarias) y las caracteristicas fenotipicas y agronémicas.

Se han definido algunos aspectos clave para la aplicacion 6ptima de este principio en el analisis de riesgos
de las PMG (Kok y Kuiper 2003; Cellini et al. 2004; Kénig et al. 2004; Kok et al. 2008):

i. Seleccion de los compuestos

La comparacién composicional entre un cultivo MG y su comparador convencional se realiza mediante
analisis dirigidos (fargeted analysis en inglés) en una seleccién de compuestos determinados. Se trata de
compuestos esenciales como proteinas, grasas y azlcares, asi como toxinas naturales, nutrientes
esenciales (minerales y vitaminas) y antinutrientes. La OECD ha publicado unos documentos describiendo
los elementos que deben analizarse en soja, colza, patata, remolacha azucarera, maiz, trigo, arroz,
algoddn, girasol, tomate y otros cultivos (www.oecd.org/biotrack). Ademas, en funcién del conocimiento

previo del evento MG a analizar, se requieren andlisis adicionales que se establecen caso a caso.
ii. Comparador

El mejor comparador de una variedad MG es su linea parental convencional no MG, o sea la linea isogénica

(“segregante nulo”) que tiene el mismo fondo genético, pero con ausencia del transgén. Sin embargo, para
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muchos cultivos comerciales la linea isogénica no esta disponible y el comparador mas préximo disponible
es una variedad near-isogenic (Figura 12). La variedad near-isogenic y la MG pueden presentar diferencias
a nivel genético no relacionadas con la modificacion genética. Ello es especialmente importante en
especies como el maiz, en el que se suele transformar una linea no comercial y el transgén se incorpora

por retrocruzamiento a una de las lineas parentales del hibrido comercial.

ii. Discriminacion de los efectos de la modificacion genética, respecto a la
variabilidad natural de la especie, incluidas diferentes condiciones

ambientales.

En la comparacion de las variedades MG se incluyen otras lineas convencionales comerciales para
determinar el rango de variabilidad natural de los compuestos analizados en la especie. Ademas, para
limitar la interpretacion erronea de las diferencias causadas por las condiciones ambientales, se
recomienda la comparacién de parejas MG y no MG bajo diferentes condiciones climatoldgicas (Kok y
Kuiper, 2003).

El andlisis dirigido de compuestos determinados como nutrientes o toxicos ha sido ampliamente aceptado
por organismos internacionales como parte del concepto de equivalencia sustancial y ha sido aplicado en
los cultivos MG (Cellini et al. 2004). Por este motivo, las plantas modificadas genéticamente pertenecen a
los alimentos mas analizados que conocemos. Por otra parte, este tipo de aproximacion ha sido criticada
ya que se basa en la eleccion de compuestos conocidos (Millstone, Brunner y Mayer, 1999) y tiene
limitaciones a la hora de detectar posibles efectos no intencionados y no esperados (en funcién del
conocimiento cientifico en el momento del analisis). Tal como sucede con muchos conceptos cientificos,

el concepto de equivalencia sustancial debe evolucionar y revisarse.

Los cultivos MG de segunda y tercera generacion incluyen propiedades nutricionales mejoradas y con
efectos metabdlicos importantes. La modificacion de rutas biosintéticas en plantas puede resultar en
alteraciones no explicables en base al conocimiento actual sobre el metabolismo de plantas. Puede
suceder que se den efectos no intencionados impredecibles o niveles alterados de metabolitos no
detectados por el analisis dirigido (Cellini et al. 2004). Las nuevas tecnologias de caracterizacion masiva
(discutidas en el apartado “Omicas: tecnologias de caracterizacién molecular masiva”, en la pagina 53)
tienen la capacidad de aumentar drasticamente el nimero de analitos analizados y prometen ser un gran

complemento para el estudio de la seguridad de los cultivos MG (Ricroch 2013).
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Efectos no intencionados

Los efectos no intencionadas se definieron por Cellini y colaboradores (Cellini et al. 2004) como las
diferencias estadisticamente significativas entre una planta MG y su respectivo comparador,
independientemente del transgén insertado. Estos pueden ser predecibles (si los efectos son los
esperados y explicables en términos del conocimiento existente sobre fisiologia y metabolismo de plantas)

0 no predecibles (que son cambios que se alejan del nivel actual de conocimiento).

El andlisis de los efectos no intencionados derivados de los cultivos biotecnoldgicos ha ganado importancia
en los ultimos afos. Como ya se ha comentado, la transformacién genética mediada por Agrobacterium o
bombardeo de microparticulas puede provocar cambios en el genoma no deseados e impredecibles a
priori. La integracién del transgén en el genoma de la planta es un proceso aleatorio que suele darse en
las regiones ricas en genes (Koncz, Németh, Rédei y Schell, 1992), por tanto la disrupcién, modificacion o
silenciamiento genético de genes activos y la produccién de nuevos productos proteicos puede tener lugar
(efectos posicionales del transgén). Ademas, los efectos pleiotropicos pueden aparecer como resultado de
la interaccion del transgén con elementos regulatorios de otros genes o la actividad de otras proteinas
(Miki et al. 2009). La transferencia horizontal de genes ha sido también considerada como un posible efecto
no intencionado aunque es muy infrecuente (EFSA 2009). Sin embargo, durante el desarrollo de una nueva
variedad de planta transgénica, se testan todos los clones para seleccionar solo aquellos con las
caracteristicas comerciales deseadas. Asi, se descartan muchas lineas transformantes en los pasos de
aclimatacién en invernadero o en campo. Esto resulta en la eliminacién de los mayores efectos no
intencionados derivados del proceso de transformacién relacionados con las caracteristicas agrondmicas
(Cellini et al. 2004). Los efectos no esperados detectados deberan evaluarse especificamente en cuanto

a su posible riesgo medioambiental, seguridad nutricional y riesgo toxicoldgico.

Estudios de toxicidad animal

Como ya se ha comentado anteriormente, la determinacion del riesgo de cualquier alimento o pienso MG
se basa en la caracterizacion molecular, analisis comparativo agrondmico, fenotipico y composicional, asi
como en estudios de toxicidad en animales. La finalidad de los estudios toxicolégicos es identificar
cualquier efecto adverso en los animales de laboratorio cuando éstos reciben repetida y diariamente el
OMG, y determinar el riesgo que existe de sufrir patologias que pueden causar efectos neurotéxicos o
inmunolégicos. Desde el afio 2013 se exigen estudios de toxicidad aguda en roedores para cualquier planta
MG que quiera usarse como alimento o pienso entero MG. Los estudios de toxicidad oral (mediante
alimentacion) a 90 dias en roedores se basan en los ensayos elaborados por la OECD (OECD 1998) para
la evaluacion de sustancias quimicas. En casos especificos, y cuando la evaluacion de los resultados
toxicoldgicos generales lo requiera, se realizaran estudios crénicos o carcinogénicos adicionales (OECD
2009a; OECD 2009b; OECD 2009c). Los estudios propuestos por la OECD se usan para testar sustancias
quimicas en alimentos. Por tanto, se han elaborado adaptaciones de estos protocolos para la evaluacion

de alimentos/piensos enteros MG.
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Los parametros a determinar a lo largo de los estudios de toxicidad animal son (OECD 1998): el peso
corporal, el consumo de agua y alimentos y examinaciones oftalmolégicas periddicas. Al final de los

estudios de toxicidad deben realizarse las siguientes mediciones (OECD 1998):

- Hematologia y bioquimica clinica. Los analisis bioquimicos sirven para investigar efectos téxicos
en érganos vitales, como el rifién y el higado.

- Andlisis urinarios opcionales durante la ultima semana del estudio

- Necropsia

- Peso final corporal y de todos los érganos vitales

- Histopatologia. La histopatologia se realiza en todos los érganos de todos los animales de los
grupos control y de dosis mayor. Se procede a la examinacion de los grupos intermedios sélo en

caso de observar cambios en los animales que han recibido la dieta con mayor contenido en OMG.

A continuacion, se definen algunos conceptos para llevar a cabo los estudios de toxicidad animal en

alimentos o piensos MG.
l. Definicion de alimento o pienso entero MG

Un alimento o pienso entero es un producto que se consumira por humanos o animales, que esta
compuesto de muchas sustancias individuales. Los alimentos/piensos MG normalmente estan formulados
a base de maiz, soja, colza y algodon transgénicos; y otros productos mas refinados como harinas o

aceites.
I. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda, por administracion continuada, incluye estudiar los efectos adversos que aparecen en
los animales de laboratorio cuando estan expuestos diariamente a la misma durante un periodo de tiempo
breve, en comparacidn con sus expectativas de vida (en ratas se considera 90 dias). Estos ensayos deben
contribuir a identificar los érganos diana de la toxicidad, asi como las dosis toxicas y no toxicas. Puede ser
necesario realizar investigaciones complementarias en profundidad mediante estudios a largo plazo

(toxicidad cronica).
[l Toxicidad cronica

Los productos carcindgenos pueden clasificarse como genotéxicos o no genotdxicos, segun el supuesto
mecanismo de accion. La prueba de toxicidad por administracién continuada durante mas tiempo incluye
la evaluacién de los cambios histopatoldgicos observados como, por ejemplo, la hiperplasia en ciertos
tejidos diana. Estos estudios, junto a la informacién sobre toxicocinética, pueden ayudar a detectar los
alimentos o piensos MG que presenten potencial carcinogénico, y se pueden requerir mas estudios en

profundidad, en un ensayo de carcinogénesis.
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V. Dosis, grupos control y datos histéricos control

Se recomienda utilizar dos niveles de dosis (alto y bajo) en los ensayos de alimentos/piensos MG mas el
grupo control ya que los posibles efectos deben ser dependientes de la dosis. La dosis mas alta
correspondera al nivel maximo del alimento/pienso entero que puede incorporase en la dieta del roedor
sin provocar desequilibrios nutricionales. El nivel bajo sera entre un cuarto y un medio de la dosis alta. Los
comparadores usados como control seran las lineas isogénicas (o near-isogenic). Asi, por ejemplo, para
maiz se considera que la cantidad maxima en la dieta se situa en torno al 33% de la misma (aunque en
algun ensayo se ha aumentado a | 50%). De esta forma se pueden ensayar tres dietas con diferentes
dosis: 33% de maiz MG, 11% de maiz MG mas 22% de maiz near-isogenic, y 0% de maiz MG mas 33%

de maiz near-isogenic.

Normalmente, se usan ratas de laboratorio, Rattus norvergicus Berkenhout, 1769, en lugar de ratones, ya
que tienen un mayor uso tradicional en los estudios de toxicidad. Es la especie modelo mas empleada en
investigacion biomédica, y, por tanto, existe un gran volumen de informacion sobre ella. Los estudios deben
realizarse en los dos sexos por separado; disponiendo una pareja de animales del mismo sexo en cada
jaula. Los resultados y su interpretacion se presentaran en funcion del sexo y de la dosis. El numero total
de ratas a ensayar por dieta depende de la duracién del ensayo, situandose en torno a los 12 individuos

por sexo y tratamiento en los ensayos de 90 dias.

Se debe recopilar informacion de datos histéricos de los animales de la misma edad, sexo y cepa obtenidos
en el mismo laboratorio durante los ultimos cinco afnos. Estos datos informaran sobre la variabilidad de los
valores de los parametros a estudiar. En caso de que el laboratorio no disponga de esta informacion, el

disefo experimental de los estudios de alimentacidn debera incluir grupos control de referencia.
V. Autopsia general

Se debera practicar una autopsia general completa a todos los animales del ensayo. Al menos el higado,
los rifiones, las glandulas suprarrenales, los pulmones y los testiculos se deben pesar humedos, lo mas
rapidamente posible después de la diseccion para evitar que se sequen. Los dérganos y tejidos deben
conservarse en un medio apropiado para que puedan realizarse examenes histopatoldgicos posteriores
en las vias respiratorias, el higado, los riflones, el bazo, los testiculos, las glandulas suprarrenales y el
corazéon, asi como todos los 6rganos que presenten lesiones macroscopicas o modificaciones
volumétricas. Los pulmones deben extraerse enteros, pesarse y tratarse con un fijador adecuado para

conservar la estructura pulmonar.
VI. Examen histopatolégico

Se practica un examen histopatoldgico de los érganos y tejidos conservados expuestos a la dosis mas alta
y control. Los 6rganos y los tejidos que presenten lesiones atribuibles a la PMG deben ser examinados en

todos los grupos de las dosis bajas.
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VIl.  Organos diana

Después de finalizar los ensayos de toxicidad se realizardn observaciones histopatoldgicas sobre los
drganos vitales. También se ha propuesto realizar estudios moleculares profundos (dmicas) sobre éstos
para detectar cambios a nivel de expresidon de genes, proteinas o metabolitos que indiquen un efecto
nocivo. Para evaluar los efectos provocados por la alimentacion de los OMG se consideran de importancia,

por ejemplo, los érganos digestivos como el intestino e higado y érganos inmunes como el bazo.

a. Intestino

Después del estdbmago se encuentra el intestino delgado que continda con el intestino grueso. El intestino
delgado es un conducto largo que se divide en tres zonas: una proxima o duodeno, una media o yeyuno
y otra final denominada ileon. La mayor parte de la digestion ocurre en el intestino delgado. Cuando el
quimo (porciones de comida parcialmente degradadas liberadas desde el estomago) llega a la region del
duodeno, entra en contacto con las secreciones enzimaticas pancreaticas y sales biliares, las cuales
degradan aun mas los alimentos. Ademas, en la superficie de las células del epitelio del intestino delgado
también hay enzimas que ayudan en la digestién (mmegias.webs.uvigo.es, 2016). El intestino es también
la parte del digestivo donde se produce una mayor absorcion de los productos de la digestion, como los
aminoacidos, azucares y grasas. Ademas, se reabsorbe agua y electrolitos. Al igual que el resto del tubo

digestivo el intestino esta formado por una mucosa, submucosa, muscular y una adventicia (Netter 2012).

b. Higado

El higado es la viscera méas grande del cuerpo y esta recubierto por tejido conectivo fibroso que forma
tabiques que lo dividen en Iébulos y lobulillos. Los hepatocitos son las células que forman la mayor parte
del higado (representan aproximadamente el 75% del peso del higado) y son los que realizan

principalmente las funciones hepaticas (Netter 2012).

La organizacion celular del higado se basa en la repeticidon de una estructura basica denominada lobulillo
hepatico, con forma de hexdgono. En los vértices del hexdgono se encuentran las triadas portales,
compuestas por una rama de la vena porta, una rama de la arteria hepatica y un conductillo biliar. La vena
porta hepéatica trae el 70-75% del flujo sanguineo y contiene sangre poco oxigenada y rica en nutrientes
proveniente del sistema digestivo y del bazo, mientras que la arteria hepatica contiene sangre oxigenada.
Los conductos biliares recogeran el contenido exocrino de los hepatocitos que se denomina bilis

(mmegias.webs.uvigo.es, 2016).

Los hepatocitos son los responsables de la secrecion endocrina de una gran cantidad de proteinas
plasmaticas como albumina, lipoproteina (transportan colesterol), glucoproteinas como la transferrina,
protrombina y fibrinégenos (responsables de la coagulacién sanguinea). También almacenan y modifican
vitaminas tales como la A, D o K, y hormonas como hormona del crecimiento. La insulina y el glucagén
son hormonas degradadas principalmente en el higado. Los hepatocitos también son centros de
detoxificacion participando en el catabolismo de toxinas y moléculas externas al organismo (como la
mayoria de farmacos). Son importantes en el metabolismo de carbohidratos (gluconeogénesis,

glucogenolisis y glucogenogénesis) y lipidos (sintesis de triglicéridos y colesterol). Ademas, sintetizan, a
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partir de amonio, la mayor cantidad de la urea que se produce en el organismo, y que posteriormente sera
excretada en los rifiones. En el higado también se elimina por fagocitosis un 20% de los glébulos rojos
envejecidos (el 80% restante se elimina en el bazo) por medio de macréfagos denominados células de
Kupffer (Netter 2012).

La bilis, producida por los hepatocitos, es recogida en los conductos que salen de los Iébulos hepaticos y
convergen en el conducto hepatico comun, el cual esta conectado a la vesicula biliar, que almacena la
bilis. La bilis es una solucién acuosa que contiene productos de desecho, y también componentes que
ayudan a la digestién como sales biliares — que ayudan a la digestion de grasas - proteinas, colesterol y
hormonas (Netter 2012).

c. Bazo

El bazo es el drgano linfatico de mayor tamafo y realiza funciones inmunes y hematopoyéticas y como
consecuencia estd fuertemente irrigado. Posee una gran cantidad de linfocitos, macréfagos y células
reticulares, las cuales crean una malla y conductos vasculares. Este tejido contiene unas células
especiales denominadas miofibroblastos, los cuales son contractiles. El bazo es capaz de almacenar
grandes cantidades de eritrocitos que son liberados por las contracciones de estos miofibroblastos
(mmegias.webs.uvigo.es, 2016). La zona interna del bazo que no es conectivo se denomina parénquima
o pulpa, de dos tipos, la blanca y la roja. La primera esta formada por una gran cantidad de linfocitos que
se disponen alrededor de una arteria denominada central, formando lo que se denomina vaina linfatica

periarterial. La pulpa roja contiene una gran cantidad de eritrocitos y senos venosos (Netter 2012).

En muchos casos (Tabla 2) se ha determinado que la planta MG no muestra ningin cambio significativo
respecto a su comparador en cuanto el analisis composicional ni tampoco existen indicios de presentarse
efectos no intencionados. Aunque sea este el caso, donde no existe una hipoétesis especifica a testar, los
estudios de toxicidad son obligatorios y para ello se necesitan criterios estandarizados de calidad para
interpretar los resultados de estos estudios (Schmidt et al., articulo no publicado). En los ultimos afos los
estudios en animales con alimentos y piensos MG ha sido un tema controvertido para la evaluacion de la
seguridad de las plantas MG y de los productos derivados. Dentro de la comunidad cientifica y otros
colectivos existen diferentes posiciones al respecto sobre como deben ser realizados, analizados e
interpretados estos estudios; y sobre la informacion relevante que aportan y si estos deben ser obligatorios
en todos los casos (EFSA 2012a; Arj6 et al. 2013; Kuiper et al. 2013; Séralini et al. 2013, www.grace-
fp7.eu). A pesar de que el Reglamento de Ejecucion (EU) N° 503/2013 exige como obligatorios estudios
de alimentacion a 90 dias en roedores, la controversia aun continua. Ademds, algunos estudios,
controvertidos en la comunidad cientifica, proponen la necesidad de extender los estudios animales a uno
o dos afos e incluso a diversas generaciones. En el contexto del debate sobre la evaluacién de los OMG,
es importante también tener en cuenta aspectos como la ética asociada a los estudios de toxicidad puesto
gue se utiliza un gran nimero de animales en cada ensayo. Es por esta razén que la Comisiéon Europea
se plantea revisar estos aspectos financiando varios proyectos como GRACE y G-TwYST con el
compromiso de reconsiderar estos aspectos en base a la informacion cientifica y cumplir con los objetivos

de substituir, reducir y remplazar la experimentacion con animales.
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7. Metodologias alternativas de evaluacion de las plantas
transgénicas

Los analisis composicionales dirigidos a la evaluacion de riesgos de los OMG implican la seleccion de un
numero limitado de analitos. Por esta razdn, los efectos no intencionados, y especialmente, los efectos no
esperados podrian no ser detectados. Actualmente existen tecnologias de analisis masivo de compuestos,
llamadas 6micas, que tienen el potencial de mejorar sustancialmente la evaluacién de la seguridad
alimentaria de los cultivos MG (Ricroch 2013). La caracterizacion molecular masiva podria facilitar un
analisis comparativo mas completo y holistico, y detectar posibles cambios a nivel molecular. Ademas,
esta aproximacion podria revelar informacion sobre las rutas y mecanismos involucrados en los posibles

efectos no intencionados.
Omicas: tecnologias de caracterizacién molecular masiva

Desde la publicacidn de las primeras secuencias completas de genomas, la biologia cuantitativa ha sido
un éxito y han aparecido proyectos de secuenciacion de los genomas a gran escala. Esto marcé el
nacimiento de la “era gendmica” y desde entonces el sufijo “-6micas” se ha afiadido a muchos campos de

la biologia para referirse al estudio masivo de éstas.

Las émicas han revolucionado la cantidad de mediciones simultaneas que se pueden realizar, permitiendo
tener una visidn general de los procesos bioldgicos y su regulacion a nivel de célula o tejido. Los distintos
métodos de caracterizacion masiva permiten investigar estos procesos bioldgicos a distintos niveles y de
una forma integrada: desde la expresion génica (transcriptomica), las proteinas (protedmica) hasta los
metabolitos (metabolémica). También existen dmicas en otros tipos moleculares como la epigenémica,

lipidémica, metaldmica, etc.

El numero de trabajos basados en las émicas para estudiar patologias relacionadas con toxicidad o cancer
en animales y humanos ha aumentado en los ultimos afios. También se ha empezado a considerar su
potencial en el andlisis de riesgos relacionados con el consumo de dieta derivada de OMG (EFSA 2008;
Van Eenennaam 2013; Schiemann et al. 2014). Asi mismo lo han hecho las publicaciones basadas en la
transcriptémica, protedmica y/o metaboldmica para evaluar la equivalencia sustancial de plantas
transgénicas, asi como para detectar cambios no intencionados derivados de la modificacion genética. En
este contexto, estas nuevas metodologias se han propuesto como metodologias complementarias al
analisis de riesgos de las PMG en diversos articulos (Cellini et al. 2004; Kok et al. 2008; Ricroch 2013) y
proyectos europeos (GMO CARE, SAFEFOOD). En numerosas publicaciones recientes se ha demostrado
la utilidad de las tecnologias de caracterizacion masiva para evaluar posibles efectos no intencionados en
plantas MG (Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de algunos trabajos publicados sobre la evaluacién de riesgos de PMG mediante tecnologias
omicas.

Omicas Planta MG Referencia
Transcriptomica Maiz La Paz et al. 2014
Transcriptdmica, metabolémica Maiz Zeng et al. 2014
Transcriptomica Maiz, Patata van Dijk et al. 2014
Protedmica Maiz Pechanova et al. 2013
Protedmica Arroz Wang et al. 2012
Transcriptomica Maiz Coll et al. 2010
Transcriptomica, Protedmica, Metaboldmica Maiz Barros et al. 2010
Transcriptdmica Maiz Coll et al. 2008
Transcriptomica Soja Cheng et al. 2008
Transcriptdmica, metabolémica Arroz Dubouzet et al. 2007
Metaboldmica Trigo Baker et al. 2006
Transcriptomica Trigo Baudo et al. 2006
Protedmica Patata Lehesranta et al. 2005
Transcriptomica Arabidopsis El Ouakfaoui et al. 2005

i. Transcriptomica

El andlisis masivo de la expresion genética, transcriptdmica, se puede determinar, actualmente, mediante
varias técnicas. El analisis de expresién es una aplicacion muy importante de la transcriptomica en
investigacion. En plantas se han realizado varios experimentos para estudiar diferentes factores (por
ejemplo, diferentes tejidos, estadios de desarrollo, condiciones ambientales) y concretamente en el analisis
de riesgos de las PMG (Tabla 2). En animales, la transcriptémica también ha sido ampliamente usada para
diferentes estudios. Concretamente, estas metodologias se han usada habitualmente en ensayos de
toxicidad animal (Ditewig et al. 2014; Sahini et al. 2014; de Abrew et al. 2015).

El microarray (o chips de DNA) y la secuenciacion masiva (RNA-Seq) son dos de las técnicas mas
comunes para el analisis de expresion génica en investigacion. El microarray es un método basado en la
hibridacién entre una molécula de DNA con una sonda complementaria. La muestra de DNA se marca con
un fluorocromo e hibrida de manera especifica con las sondas inmovilizadas en una superficie sélida. Los
RNA mensajeros (MRNA) de las muestras se retrotranscriben a cDNA, se marcan con el fluorocromo y se
hibridan, permitiendo la cuantificaciéon de muchos mRNA diferentes en un solo experimento. Ademas, el
uso de fluorocromos con diferentes espectros de emision y excitacion permite el analisis simultdneo de
dos muestras diferentes en el mismo microarray (por ejemplo, una muestra control marcada con un
fluorocromo competira por hibridar las sondas con una muestra tratada marcada con un fluorocromo de
emisién diferente). El nivel de hibridacion entre la sonda y la diana se mide normalmente mediante
intensidad de fluorescencia. Finalmente se normalizan los datos de emisién de luz para convertirlos en

niveles de expresion relativa para cada gen y muestra.

Existen microarray de cDNA (NimbleGen de Agilent) y de oligonucleétidos (GeneChips de Affymetrix)
comerciales para varias especies de plantas como maiz, algoddn, vid y tomate entre otras; en animales
como rata, ratén y Drosophila, y humano. Uno de los mas comunes, y que se ha usado en este trabajo, es

GeneChip® Rat Genome 230 2.0 Array de Affymetrix. Es una herramienta potente para estudios
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toxicolégicos y neurobiolégicos ya que permite el andlisis simultdneo de mas de 31.000 sondas que
representan 28.000 genes de rata. Los datos de fluorescencia tienen que ser procesados para obtener los
niveles de expresién relativa de cada gen en las muestras analizadas. Para esto, existen diferentes
métodos dependiendo del tipo de chip. En el caso de los microarray multiple channel el método mas usado
para procesar los datos es el método Robust Muli-aray Average (RMA) que incluye correccion del ruido de

fondo y normalizacién.

En contraste a las metodologias basadas en la hibridaciéon, como el microarray, existen herramientas
transcriptémicas basadas en la secuenciacién del DNA o RNA de alto rendimiento (NGS: Next Generation
Secuenging). La secuenciaciéon del RNA (RNA-Seq) es una de éstas tecnologias. En general, una muestra
de RNA (total o parcial como poli(A)) se convierte en librerias de fragmentos de cDNA (Figura 15). Cada
molécula, se secuencia para obtener secuencias cortas (reads o lecturas) de un extremo (single-end) o de
dos (pair-end). Las plataformas de secuenciacién mas comunes actualmente son lllumina (illumina.com) y
lon Torrent (thermofisher.com). Después de la secuenciacion, las lecturas obtenidas se alinean a un
genoma de referencia o son ensamblados de novo sin unas secuencias de referencia, para producir un
mapa o perfil transcriptdmico que consiste en la cuantificacion de los niveles de cada gen (Wang et al.
2009). Existen multiples metodologias para el andlisis de los resultados generados por RNA-Seq (Rapaport
et al. 2013; Seyednasrollah et al. 2013; Soneson y Delorenzi 2013). Cada uno de ellos presenta diferentes
ventajas e inconvenientes, y aunque no existe un consenso actual, dos de los métodos mas comunes son
Cufflinks (Trapnell et al. 2010) y edgeR (Robinson et al. 2010). El RNA-Seq, al contrario que las
aproximaciones basadas en hibridacidn, no esté limitado a detectar transcritos de secuencias genémicas
existentes. Por esto, es muy atractivo para detectar secuencias nuevas no anotadas o para trabajar con

organismos no modelo.
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Figura 15. Pasos en un experimento de RNA-Seq. Las secuencias de RNA se convierten en librerias de fragmentos
de cDNA. Los adaptadores (en azul y naranja) se afiaden a cada fragmento de cDNA y se obtienen las secuencias de
cada cDNA mediante RNA-Seq. Las lecturas resultantes se alineas en un genoma de referencia para genera perfiles
de expresién de cada gen [Fuente: Wang et al. 2009].
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La PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) es un método comun para analizar la expresion de genes debido
a la sensibilidad y especificidad de la PCR. Esta metodologia se usa para validar datos obtenidos en
analisis transcriptémicos de experimentos de microarray o RNA-Seq (Coll et al. 2008; Hansey et al. 2012;
Liu et al. 2015). Gracias a los avances tecnoldgicos realizados en los recientes ahos, la metodologia de la
PCR también puede usarse para realizar cuantificaciones de expresion génica a nivel masivo mediante el
uso de array de PCR. Para poder usar esta tecnologia se necesitan avances paralelos para calcular los
cambios de expresion relativos considerando las eficiencias de las reacciones de la PCR. Entre estos,
existe el método de comparacion de los ciclos de la reaccién, sin embargo, este método requiere que las
eficiencias de las reacciones de la PCR sean iguales y cercanas al 100%. Se ha descrito que el mejor
método para calcular las eficiencias de PCR es a partir de la construccion de las curvas estandar
(Hellemans et al. 2007). Una de las ventajas de los microarray comerciales de PCR como OpenArray
(Thermo) o de los arrays microfluididic dynamic (Fluidigm), es la facilidad para construir curvas estandar
de varios array usando las muestras diluidas al mismo factor. Por tanto, esto permite usar la cuantificacion
relativa para comparar las concentraciones de multiples muestras y comparar los perfiles de expresion
génica en varios ensayos. También es importante el desarrollo de programas que permitan el andlisis
relativamente automatico de los datos de expresién génica masivo. El programa DAG expression (Ballester
et al. 2013) permite el andlisis de los datos obtenidos de los array de PCR mediante la construccién de las
curvas estandar para la cuantificacion relativa, permitiendo el uso de varios genes de referencia para la

normalizacion.

ii. Proteémica

Las técnicas de protedmica estudian las proteinas a nivel cualitativo y cuantitativo en una célula, tejido u
organismo en un momento especifico, y también permite investigar las modificaciones postraduccionales.
En las plantas, esta metodologia se ha propuesto para evaluar posibles cambios en los niveles de
expresion de las proteinas debidos a la presencia de modificacion genética en Arabidopis, patata, soja y
maiz (FAO/WHO 2002 y Tabla 2). En animales una de las aplicaciones mas frecuentes de la proteémica
ha sido la investigacion de perfiles protedmicos alterados por un agente toxico, y esta técnica se ha usado
en estudios de toxicidad, patogenicidad y alergenicidad (Liu et al. 2016; Ljunggren et al. 2016; Miller et al.
2016).

La aproximacion mas usada se basa en la separacion y cuantificacion electroforética de las proteinas en
un gel bidimensional seguida de la identificacion de los spots diferenciales por espectrometria de masas
(MS). Esta tecnologia se denomina protedmica bidimensional (2D) ya que separa las proteinas en funcién
de dos parametros. Primero, se separan segun su puno isoeléctrico (pl) en el enfoque isoeléctrico (IEF) y
seguidamente se separan segun el peso molecular (PM) en una electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE: sodium dodecyl sulphate polyacrylamide) (O’Farrell 1975). Los spots de proteinas en los
geles se pueden detectar mediante diferentes métodos de tincién como Coomassie Birilliant Blue, sales de
plata o fluorescencia. Para detectar cambios cuantitativos en los niveles de expresién de las proteinas
entre diferentes tejidos o condiciones se necesitan programas especiales para el analisis de los perfiles
protedmicos. La mayoria de éstos permiten la deteccidén de los spots, correccion del ruido de fondo, el
emparejamiento de los diferentes geles, normalizacién y comparacion. Los spots de interés pueden ser

recortados del gel e identificados por espectrometria de masas (MS).
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Existen distintos tipos de MS, aplicadas a la identificacion de proteinas retenidas en geles. La mas utilizada
hasta la fecha ha sido la identificacién mediante huella peptidica (MALDI-TOF/TOF). Esta técnica se basa
en la digestion triptica, ionizacion y transferencia de moléculas para ser analizadas desde una fase
condensada a una fase gas para identificar la masa molecular y la carga de la proteina. Los espectrometros
de masas consisten en tres modulos: fuente de ionizacidn (genera los iones), analizador de masas
(distribuye los iones por su masa aplicando fuerzas electromagnéticas) y el detector (dispone los datos

para calcular las abundancias de cada ion).

La espectrometria de masas se puede usar para determinar no solo la masa molecular de los péptidos
sino para determinar otras caracteristicas como las secuencias de aminoacidos en lo que se llama
espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Existen varias aproximaciones de espectrometria de masas
en tandem con caracteristicas analiticas diferentes (ver una revision en Domon y Aebersold, 2006).
Finalmente, la cromatografia liquida de fase reversa da mayor sensibilidad y especificidad ya que
concentra y separa los péptidos antes de secuenciarse por MS (Gygi et al., 2001). Esta técnica ha
evolucionado y perfeccionado hasta permitir separar extractos proteicos completos e identificar mezclas
complejas de péptidos (hasta 10.000 péptidos) sin tener que utilizar geles de acrilamida (Jorrin-Novo et al.
2015). En este trabajo se han identificado las proteinas mediante el espectrometro de trampa idnica (LTQ)
Orbitrap Velos acoplado a HPLC (LC-MS/MS).

Aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de los proteomas de muchas especies y en la mejora
de esta tecnologia, la protedmica 2D-MS tiene algunas limitaciones como la baja solubilidad de las
proteinas de membrana, rango dindmico limitado y dificultad para visualizar e identificar las proteinas
menos abundantes (Oliveira et al. 2014). Se ha informado que la profundidad conseguida por la 2D es de
maximo unos 2.000 spots, lo que representa aproximadamente un 2% del proteoma total (Martyniuk et al.
2012). Pese a los considerables avances en la proteémica comparativa por MS/MS, algunos autores
concluyen que por ahora no existe una técnica de analisis masivo del proteoma completo. De hecho, las
proteinas son fisica y quimicamente mucho mas diversas que los acidos nucleicos y el nimero de especies
proteicas distintas supera en varios 6rdenes de magnitud el nimero de genes, lo cual dificulta el obtener
una metodologia de andlisis de proteomas completos o incluso de muestras complejas. En este sentido
todas las tecnologias analiticas son importantes y complementarias (Martyniuk et al. 2012; Oliveira et al.
2014).

iii. Metaboldmica

La identificacién de alteraciones del perfil metabolémico, conocido como metabolémica, es el ultimo nivel
de andlisis postgendmico y también se ha incluido en la propuesta de técnicas de caracterizacion para la
determinacion de efectos no intencionados derivados de la insercion del transgén en la planta (FAO/WHO,
2002). La metaboldmica se refiere al conjunto de todos los metabolitos sintetizados a partir de todos los
procesos enzimaticos en una ruta metabdlica. La metabolémica de plantas se ha expandido en los ultimos
anos tal como se refleja en el nimero de publicaciones (Tabla 2) con aplicaciones en diferentes campos y
sobre todo para detectar riesgos no intencionados en plantas MG. En el reino animal, el analisis masivo
de metabolitos permite identificar perfiles metaboléomicos alterados en muestras de tejidos diana como

plasma o tejidos tumorales (Griffin y Kauppinen 2007; Want et al. 2013; James y Parkinson 2015).
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La estimacion del numero de compuestos quimicos presentes en el reino vegetal parece oscilar entre
100.000 y 200.000 (Oksman-Caldentey y Inze, 2004) y se caracterizan por ser de naturaleza muy diversa.
Debido a su complejidad — mayor que la protedmica — solo la combinacion de distintas técnicas permitiria
analizar gran parte del metaboloma de un organismo (Roessner et al. 2001). La resonancia magnética
nuclear (nuclear magnetic resonce, NRM) es una alternativa a los ensayos basados en MS para el analisis
metabdlico. Es una técnica cuantitativa y no destructiva que se puede usar para una caracterizacion rapida

de un gran numero de muestras (Cellini et al. 2004).

Bioinformatica

El andlisis de efectos perjudiciales y la identificacion de riesgos bioldgicos de los OMG, se basa en los
analisis in vivo en animales. También hay que remarcar la relevancia de los estudios in vitro € in silico. El
andlisis de datos de las tecnologias dmicas ha llevado asociado un desarrollo informatico importante ya
que se han necesitado metodologias de andlisis masivo. Por una parte, se han implantado nuevos modelos
estadisticos que permiten la identificacion de datos con relevancia estadistica y bioldgica. Y por otra parte
se han desarrollado multitud de programas informaticos como herramientas para el andlisis de los datos

derivados de las émicas.

Los disefios experimentales de la transcriptémica, protedmica y metabolémica suelen basare en la
comparacion de dos grupos, usando las tasas de cambio (fold change, FC) asociadas a estrictos analisis
estadisticos para identificar genes, proteinas o metabolitos diferenciales. Los test de significancia
estadistica aplicados a las dmicas necesitan el uso de métodos de correccion (multiple testing correction)
para evitar los falsos positivos debido al alto nimero de compuestos analizados simultaneamente. Los
métodos de Bonferroni o Benjamini y Hochberg (False Discovery Rate, FDR) son los métodos mas
comunes para corregir la tasa de error general (Benjamini y Hochberg 1995). Asi mismo estos
experimentos basados en las comparativas de multiples grupos generan una cantidad de datos importante
que se pueden interpretar facilmente mediante estadistica multivariada como el analisis de componentes

principales (Principle Component Analisis, PCA), cluster jerarquico y heatmaps.

Paralelamente, se han implantado programas informaticos que permiten la ejecucion de la estadistica y la
visualizacion de datos. Actualmente el lenguaje de programacion “R” es uno de los mas usados para este
fin, ya que permite usar diferentes paquetes con algoritmos para analisis de datos generados en diferentes

metodologias y la creacion de graficos y figuras.

Otro aspecto a destacar es la generacion de bases de datos on line de genes, trdnscritos, proteinas y otras
moléculas en diferentes organismos (microorganismos, plantas y animales), tejidos y estadios de
desarrollo, asi como en diferentes estados fisioldgicos (salud o enfermedad). Con esta informacion se
pueden interpretar la relevancia biologica de diferentes rutas celulares y estados fisioldgicos.
Paralelamente se han establecido sistemas de clasificacion funcional de los constituyentes moleculares y
rutas para unificar y globalizar la informacion. Dos ejemplos de sistemas de clasificacion de moléculas
bioldgicas son Gene Ontology (Ashburner et al. 2000) y KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (Kanehisa y Goto 2000).
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8. Desafio actual de la agricultura

Aumento de la demanda de alimentos

El constante y acelerado crecimiento de la poblacion mundial desde el siglo XIX se ha visto apoyado desde
mediados del siglo XX por la revolucion verde que, gracias al incremento de los rendimientos en la

produccion agricola, ha contribuido a la disminucién de la desnutricién de la poblacion.

Esta tendencia se mantiene hoy en dia y segun las Naciones Unidas, se especula que la poblacién mundial
va a aumentar de los 7.300 millones de personas en el 2015 hasta los 9.150 millones en el 2050 (FAO
2009; Alexandratos y Bruinsma 2015). Se estima, por tanto, que la produccion global de alimentos tendra
que aumentar en un 70% en este periodo para alimentar a la creciente poblacién (FAO 2009).
Consecuentemente, la demanda de cereales tanto para consumo humano como animal va a aumentar
también hasta los 3.000 millones de toneladas necesarias en el 2050 (en el 2014 se produjeron 2.800
millones de toneladas de cereales (faostat.fao.org, 2016). Este crecimiento se va a dar sobre todo en
paises en vias de desarrollo, que ademas van a demandar mas cantidad de productos lacteos, carnicos y

pesqueros y por tanto necesitaran mas cereales para consumo animal.

Estas predicciones, sin embargo, estan sujetas a un grado alto de incertidumbre debido al entorno en el
que se mueve la produccion agricola y los factores que inciden sobre ella. Un primer factor es la tierra fértil
disponible, si bien en los ultimos afios se han roturado enormes extensiones de tierra ocupada por bosques
en paises en vias de desarrollo, en los paises desarrollados una parte importante del suelo arable se ha
convertido en suelo urbano o industrial, por lo que la oferta de tierra fértil se convertira en un factor limitante
de la produccién agraria. El cambio climatico, las politicas reguladoras, asi como conflictos internacionales
como guerras son factores que van a influir de manera importante en la oferta de alimentos para el
consumo humano. El precio de la energia, en la medida que afecta al creciente uso de los cultivos para la
obtencion de biocombustibles, podria hacer cambiar las tendencias y provocar una mayor demanda de
cereales. Los llamados biocombustibles de primera generacion (producidos de biomasa vegetal y, por
tanto, compiten con la produccion de alimentos) se obtienen principalmente del maiz en EEUU y de la
caha de azucar en Brasil para producir bioetanol. Los biocombustibles de segunda y tercera generacion
(que no competirian con los cultivos) no son aun una realidad porque no se ha rentabilizado su produccion.
Sin embargo, la mejora tecnoldgica de los procesos de optimizacion pronostica un buen futuro

(Puigdomenech y Caparrés 2011; Alexandratos y Bruinsma 2015).
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Seguridad alimentaria

Después de las crisis alimentarias que habian sacudido Europa en los afios 90 del siglo XX (las vacas
locas, dioxinas) la Comision Europea cred la EFSA (European Food Safety Authority) en el 2002 como
organizacion que, con criterios estrictamente cientificos, emitiria opiniones para asesorar en la
implantacion de la normativa europea sobre seguridad alimentaria. Se forjo un compromiso en materia de
comercio internacional de alimentos, asi como el cumplimiento del Protocolo de Cartagena (Convenio
sobre la Diversidad Bioldgica 2000). La EFSA convive y coopera con las agencias de seguridad alimentaria
a nivel estatal, como el caso de AECOSAN en Espafa.

El concepto de seguridad alimentaria (food security en inglés) fue acufiado por primera vez en la FAO en
el aho 1975, y se revisd en la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion del 1996 para ofrecer la definicion

actual:

“La seguridad alimentaria existe cuando todas las personas tienen, en todo momento, acceso fisico,
social y econémico a alimentos suficientes, inocuos y nutritivos que satisfacen sus necesidades

energéticas diarias y preferencias alimentarias para llevar una vida activa y sana”.

Este término no debe confundirse con lo que en inglés se denomina food safety, que hace referencia al
concepto de seguridad referido a la calidad e inocuidad de los alimentos en toda la cadena de produccion,

procesado y comercializacion.

Actualmente lo comunidad cientifica y agricola necesitan de nuevos enfoques intelectuales que reunan
ciencia, industria y otros sectores implicados, para explotar nuevas y emergentes oportunidades de
investigacion para promover un desarrollo coherente y sostenible; asegurar la disponibilidad de recursos
a largo plazo y conservar una tierra sana y arable para las generaciones futuras. Los resultados de las
investigaciones derivadas de esta tesis doctoral se consideran de relevancia en este sentido ya que se

propone una mejora de la evaluacién de la seguridad de las PMG.
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MARCO DE LA TESIS DOCTORAL

Esta tesis doctoral ha sido desarrollada en el contexto de un proyecto europeo del 72 Programa Marco con
el acrénimo GRACE: GMO Risk Assessment and Communication of Evidence KBBE.2012.3.5-04

(www.grace-fp7.eu). Los objetivos principales de este proyecto fueron:

a) Reconsiderar el disefo, la ejecucion y la interpretacidon de los resultados de los estudios de
toxicidad en animales, asi como desarrollar aproximaciones experimentales alternativas para la
evaluacién de los riesgos de alimentos y piensos MG.

b) Elaborar una revisién sistematica de las evidencias actuales del impacto de las plantas MG
comercializadas, sobre la salud humana y animal, el medioambiente y la economia.

La actividad de GRACE, comprendida entre el 2012 y 2015, conté con la participacion de 10 grupos de
investigacion, mayoritariamente europeos. Una caracteristica remarcable del proyecto fue la comunicacion
con todas las partes interesadas o stakeholders (empresas, organizaciones de consumidores,
representantes de autoridades competentes, etc.), que pudieron participar en el disefio experimental y en

la interpretacion de los resultados a lo largo de todo el proyecto.

Los bloques de trabajo en que se desarroll6 la investigacion presentada en esta tesis doctoral se centraron
en la re-evaluacién de los estudios de toxicidad en ratas; y en la evaluacion de las nuevas tecnologias
Omicas para complementar el analisis de riesgos de las plantas MG. y poder, en algunos casos, evitar los

estudios en animales.

El planteamiento del proyecto contemplé utilizar maiz MON810 como planta MG modelo; y analizarla
mediante (i) métodos analiticos clasicos, (ii) nuevas tecnologias émicas; y (iii) estudios de toxicidad en
ratas durante 90 dias y 1 afo, siguiendo las recomendaciones de la OCDE y EFSA, y con la inclusién de
analisis dmicos en una seleccion de 6rganos diana. Remarcablemente, se utilizé el mismo material vegetal
en todos los analisis anteriores. El maiz se produjo durante las temporadas de siembra de los afios 2012
y 2013 en la regién de 'Emporda. Se produjeron unicamente variedades comerciales de maiz: dos
variedades MG MONB810, las dos variedades near-isogenic respectivas, y 5 variedades convencionales

adicionales (solamente 4 en 2013).

Los piensos destinados a la alimentacion de las ratas se elaboraron en una empresa especializada llamada
Mucedola (ltalia). Estos se formularon a base de un 33% de maiz (considerado como contenido maximo
de esta especie vegetal en una dieta equilibrada para ratas), complementado con diferentes productos de

origen vegetal, especificamente seleccionados como no MG. Se elaboraron dietas con diferentes dosis de
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maiz MG: dosis alta (33% de maiz MG); dosis baja (11% de maiz MG y 22% near-isogenic) y dosis control
(0% maiz MG y 33% near-isogenic). Las variedades convencionales se usaron para formular dietas con
un 33% de maiz convencional. En total se produjeron 10 dietas con el maiz del 2012 destinadas al estudio
de 90 dias y 4 con el maiz del 2013 destinadas al estudio de 1 afo.

Tanto el grano de maiz como las dietas se analizaron a nivel composicional siguiendo las recomendaciones
de EFSA; se incluyo el andlisis de alérgenos, micotoxinas, antinutrientes y trazas de otros OMG. Como se
ha comentado, el grano de maiz se analizd, adicionalmente, mediante las técnicas émicas transcriptomica,

protedmica y metaboldémica.

Los ensayos en animales se llevaron a cabo en la Universidad Médica de Eslovaquia, miembro del
consorcio GRACE. El disefio experimental de los ensayos de toxicidad a 90 dias contemplé ensayar las
10 dietas y utilizar 16 animales por sexo y dieta. Por otro lado, Unicamente 4 dietas se testaron en ensayos
de toxicidad a 1 afio, con 20 animales por sexo y dieta.

Durante los ensayos se realizaron observaciones periddicas a todos los animales: observaciones clinicas,
control del consumo de agua y pienso, control del peso corporal y analisis seroldgicos e inmunoldgicos.
Una vez concluido el periodo de cada estudio de toxicidad, cada uno de los animales fue sometido a
necropsia y se conservaron muestras de algunos érganos, notablemente el higado, para analisis mediante
6émicas. Como es preceptivo en este tipo de estudios, se realizaron estudios histopatolégicos de todos los
6rganos vitales empezando con los grupos de dosis altas y control y en caso de detectarse una alteracion
clara, se analizaron los grupos de dosis intermedias.

Hembras Machos

Variedad Ti
bl L (n=16) (n=18)

Dieta 1  33% DKCEE67
Dieta2 11% DKC8667 22% DKCBE66

Dieta 3 33% DKCE666 Estudio A
Dieta 4 33% PR33wWa2
Dieta 5 33% SYNEPAL

Dieta& 133% PR33D48
Dieta7 112 PR33D48 22% PR32T16

Dieta 8 33% PR32T16 Estudio B
Dieta 9 33% DKCB815
Dieta 10 33% PR32T16

Hembras Machos

Dieta 11 33% DKCE667

Dieta 12 11% DKC6667 22% DKCB666
Dieta 13 33% DKCEEEE
Dieta 14 33% SYNEPAL

Estudio C

Figura 16. Esquema del disefio experimental de los estudios de émicas sobre material vegetal, y de toxicidad en ratas,
del proyecto GRACE.
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OBJETIVOS

La presente tesis doctoral pretende contribuir en la valoraciéon de la transcriptémica y la proteémica como
herramientas para la evaluacion de la seguridad de las plantas MG en el marco de la normativa europea,

utilizando como modelo el maiz evento MON810. A tal efecto se definieron los siguientes objetivos:

1. Analisis comparativo de semillas de maiz MON810 con las correspondientes variedades near-isogenic
y variedades convencionales para detectar posibles efectos no intencionados en el maiz MON810 y

evaluar su impacto sobre la seguridad alimentaria.

1.1. Comparacion transcriptomica del maiz MON810 y variedades convencionales mediante
tecnologia de secuenciacion masiva RNA-Seq.

1.2. Comparacién protedmica del maiz MON810 y variedades convencionales mediante protedmica
bidimensional.

1.3. Comparacion protedmica de maiz contaminado con micotoxinas y variedades convencionales

mediante protedmica bidimensional.

1.4. Comparacion proteémica de tubérculos de patata MG resistente a hongos y variedades

convencionales mediante protedmica bidimensional.

2. Andlisis comparativo de los higados de ratas de estudios de alimentacion a 90 dias y 1 afio con dietas

elaboradas con el maiz MON810

2.1. Comparacion de los transcriptomas hepaticos de ratas sometidas a estudios de toxicidad de 90
dias y 1 afo, que han recibido dietas con un 33% de maiz MON810 o convencional, mediante (i)
analisis por microarray y (ii) analisis de expresion dirigida de una seleccion de genes marcadores

de toxicidad hepatica.

2.2. Comparacion de los proteomas hepaticos de ratas sometidas a un estudio de toxicidad de 90
dias, que han recibido dietas con 33% de maiz MON810 o convencional, mediante protedmica

bidimensional.
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RESULTADOS

1.1 Transcriptdmica comparativa en embrion de maiz
MONS810

El transcriptoma es el conjunto de todos los transcritos expresados especificamente en un tejido, en un
estadio de desarrollo o condicion fisiolégica concreta de un organismo. La secuenciacion masiva de
transcritos (RNA-Seq) es una técnica de gran sensibilidad y versatilidad que permite estudiar la expresién
de varios miles de genes en diferentes condiciones, sin necesidad de conocer previamente la identidad de
esos genes. Esta técnica, tiene una especial relevancia en el estudio comparativo de plantas ya que
permite conocer genes y rutas con aplicaciones en la mejora genética de variedades de interés (Thompson
y Goggin, 2006; Davidson et al., 2012; Chen et al., 2014; Imadi et al., 2015).

En este trabajo se realizé el analisis transcriptomico usando la plataforma de secuenciacién lllumina Hiseq
2000, como herramienta para detectar posibles efectos no intencionados derivados de la insercion del
transgén cry1A(b) en el maiz MON810. Se secuencid el RNA de embrién de maiz de semilla seca porque
este 6rgano es destinado mayormente para alimentacion humana y animal. Se eligié el embrion porque
este tejido permite la obtencion de RNA de mayor concentracion y pureza. Ademas, el endospermo es un
tejido donde mas del 65% de genes expresados pertenecen a zeinas, que son proteinas de almacenaje,
vitales para el desarrollo de la semilla (Chen et al., 2014), lo cual podria provocar una disminucién de la

profundidad de la secuenciacion.

El andlisis de los resultados generados por el RNA-Seq requiere de protocolos bioinformaticos complejos.
Actualmente se han desarrollado metodologias de andlisis, con diferentes algoritmos y caracteristicas. Se
uso el protocolo de Cufflinks ya que se considerd bien implantado y ampliamente aceptado por la
comunidad cientifica para cuantificar expresion génica por RNA-seq en maiz (Chettoor et al., 2014; Lin et
al., 2014; Salvo et al., 2014; Liu et al., 2015).

Diseno experimental

Se obtuvieron los perfiles transcriptomicos de embriones de maiz de un total de 11 variedades entre las
gue se incluyeron dos pares de variedades de maiz transgénico MON810 de dos empresas diferentes
(Monsanto-Dekalb y Pioneer Hi-Bred) que han sido desarrolladas a través de programas de mejora
especificos y consecuentemente tienen fondos genéticos diferentes. Ademas, se incluyeron las dos
respectivas lineas near-isogenic no MG, que corresponden a las variedades comerciales mas cercanas

genéticamente, y que, por tanto, en este trabajo se usaron como controles comparadores directos.
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Adicionalmente, se incluyeron 4 variedades de maiz convencional para investigar la variabilidad natural de
los transcriptomas del maiz. Finalmente, se estudiaron las variedades PR33D48 (MG), PR32T16 (near-
isogenic) y DKC6815 (convencional) cultivadas en los afos consecutivos 2012 y 2013, con el fin de
ensayar la influencia de las condiciones ambientales sobre la modificacion genética. En la Tabla 3 se
especifican las variedades usadas en este experimento. Como se indicé en “MARCO DE LA TESIS
DOCTORAL” en la p. 63 se analizaron también estas mismas variedades a nivel protedmico, y fueron las

que se destinaron a los ensayos toxicoldgicos de 90 dias y 1 afio en ratas.

Tabla 3. Variedades de maiz analizadas por transcriptémica.

Variedad Tipo Ano cultivo Coédigo Empresa
2012 48mg_12

PR33D48 MG Pioneer Hi-Bred
2013 48mg_13
2012 16_12

PR32T16 near-isogenic Pioneer Hi-Bred
2013 16_13

DKC6667 MG 2012 67mg_12 Monsanto Dekalb

DKC6666 near-isogenic 2012 66_12 Monsanto Dekalb
2012 15_12

DKC6815 convencional Monsanto Dekalb
2013 15_13

SYNEPAL convencional 2012 AL_12 Koipesol Semillas

PR33W82 convencional 2012 82_12 Pioneer Hi-Bred

PR32T83 convencional 2012 83_12 Pioneer Hi-Bred

Se realizaron dos extracciones independientes de RNA total de un pool de 30 embriones de maiz por cada
variedad. Las muestras con RIN>8 y relacion de rRNA>2 se usaron para realizar las carreras de
secuenciacion, con lecturas de 50 pb SE (single-end) con una profundidad de 40M de lecturas.
Previamente a la secuenciacion, se testaron todos los endospermos de las variedades convencionales y

near-isogenic por qPCR para asegurar la ausencia de la insercioén cry1a(b).

Control de calidad

Los resultados de las carreras devolvieron mas de 44 millones de lecturas SE limpias. Los datos de las
lecturas se analizaron para comprobar la calidad de la secuenciacién mediante el programa FastQC v
0.11.5. Se obtuvieron los parametros relacionados con la calidad de cada base de las secuencias, el
contenido en bases en cada secuencia, la distribucién de los tamafios de las lecturas, asi como el
porcentaje de duplicaciones o el contenido de K-mers. Todas las carreras realizadas superaron los test de
calidad. Posteriormente, se procedié al analisis de expresion diferencial siguiendo el procedimiento
bioinformatico de Cufflinks v 2.2.0 (Trapnell et al. 2012). El primer paso para el andlisis de expresion
diferencial es el mapeo de las lecturas con el genoma de referencia. Se usé el ensamblaje del genoma de
referencia AGPv3 (genoma de la variedad B73) donde estan anotados 39.469 genes codificantes y 63.391
transcritos. Para el mapeo se us6 la aplicacion Tophat v 2.0.9 basada en los algoritmos de Bowtie 2.1.0.
El porcentaje de mapeo en todos los replicados fue superior a 70%, y de promedio un 65% de las lecturas
mapearon en sitios unicos del genoma (ver Anexo lll). Las lecturas mapeadas se ensamblaron para

construir el transcriptoma mediante los algoritmos de Cuffklinks, y posteriormente se cuantificaron los
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niveles de expresion para realizar el analisis de expresion diferencial por pares mediante el Cuffdiff (ver
Anexo ll). Cuffdiff calcula los niveles de expresiéon en FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per milion
fragments Mapped) de cada transcrito y gen en cada carrera de RNA-Seq. Los FPKM de los transcritos
primarios y genes se computan por la suma de FPKM de cada transcrito en cada grupo de transcritos
primarios o de genes. En este trabajo se han utilizado los resultados generados a nivel de transcritos

primarios o isoformas.
Variabilidad general de los perfiles transcriptomicos de embriones de maiz

En la exploracion inicial de los datos, se pudo apreciar que todas los replicados fueron muy consistentes;
ya que las correlaciones (R, coeficiente de correlacién de Pearson) entre replicados fueron R>0,89. Las
correlaciones entre los transcriptomas de las diferentes variedades variaron entre 0,55 y 0,93, lo que indica
que entre distintas variedades puede haber hasta un 50% de diferencias transcriptémicas. Se represento
la relacién de similitud entre los transcriptomas de todas las variedades analizadas, visualizado a través
de un dendrograma y jerarquizacién por cluster calculada por el método Ward y por la distancia euclidea
(Figura 17). En el dendrograma se aprecié cémo las variedades de Pioneer cultivadas en los dos afos
diferentes se situaban en un mismo clister. Los genotipos de Monsanto (67mg_12,66_12,15_12y 15_13),
asi como la variedad 83_12 también se agruparon en un cluster especifico. Ademas, las parejas de
variedades cultivadas en dos afios diferentes mostraron las mayores similitudes. Remarcablemente, cada
variedad MG se situd inmediatamente proxima a su respectiva variedad near-isogenic. Las variedades
convencionales 82_12 y AL_12 formaron un cluster alejado del resto de variedades. Esto también se pudo
apreciar en el analisis de componentes principales (PCA), donde la primera componente (que explica mas
del 90% de la variabilidad) separé estas dos variedades del resto (Figura 18). Estas dos variedades
resultaron tener un ciclo FAO de 600 mientras que el resto de variedades testados tuvieron un ciclo FAO
de 700'. Se trata pues, de dos variedades con importantes diferencias a nivel de caracteristicas

agrondémicas; lo cual podria explicar las diferencias observadas.
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Figura 17. Dendrograma de los transcriptomas
de embrién de distintas variedades de maiz
cultivadas en dos afios consecutivos

82_12
AL_12
48mg_12
48mg_13
16_12
16_13
67mg_12
66_12
83_12
15_12
15_13

! Ciclo FAO: unidad basada en el tiempo y la temperatura necesarios para alcanzar la madurez fisiolégica del maiz.
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Figura 18. Andlisis de componentes
principales (PCA) de los transcriptomas
de embrion de maiz de las 11
variedades. Se muestra el PC1 respecto
25 0 % 50 75 al PC2.

PC 1(90,5%)

Transcritos diferenciales en los embriones de maiz MON810 y near-isogenic

Para determinar la expresion diferencial se utilizaron los transcritos expresados con valor FPKM>0,1 y se
realizaron comparaciones por pares de todas las variedades de maiz analizadas. Se consideraron criterios
de significancia de tasa de cambio (FC, fold change) logaritmica | log2(FC) |>1 y q valor<0,01 ajusatado
por el método Benjamini— Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) para controlar los FDR (False Discovery
Rate).

En la Figura 19 se muestra un resumen de las isoformas diferencialmente expresadas (IDE) entre todos
los pares de variedades. El nimero de IDE entre las variedades se situd entre 1.789 y 34, siendo las
variedades convencionales las que mostraron las diferencias mayores. Tal y como ya se mostré en el
dendrograma, las mismas variedades cultivadas en dos afos consecutivos mostraron una gran similitud
(de 53 a 87 isoformas diferenciales). En concordancia con los resultados del PCA (Figura 18) las
variedades AL_12 y 82_12 presentaron hasta 50 veces mas IDE cuando se compararon con el resto,
llegando a representar el 1,3% del total de isoformas. En cambio, los pares de variedades MG y near-
isogenic presentaron las diferencias menores, con 34, 65y 132 IDE en 48mg_12 vs 16_12, 48mg_13 vs
16_13 y 67mg_12 vs 66_12 respectivamente. Estos valores significaron menos del 0,01% del total de

isoformas expresadas e identificadas en el transcriptoma.

Posteriormente, se analizaron en detalle estas IDE entre los transcriptomas de las variedades de maiz
MONB810 y near-isogenic, en diferentes genotipos y temporadas de cultivo (Tabla 4-Tabla 6). En las tres
comparativas se obtuvieron 4 transcritos cominmente desregulados (Figura 20). Dos de estas isoformas
correspondieron a proteinas ribosomales y las otras dos correspondieron a transcritos noveles no anotados

que estuvieron localizados en regiones donde se han anotado transposones.
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500 1800

1512 583 500 513 673

66_12 7151 610 594 142 561

67Tmg 12 510 452 502 483

83_12 @88 719 535 661 555 564 783

48mg 12 16,12 1613 48mg 13 1512 6612 67mg 12 8312 1513 8212

Figura 19. Numero de isoformas diferenciales entre todos los pares de variedades de maiz analizadas.

48mg_12 vs 16_12 48mg_13 vs 16_13
(Pioneer 2012) (Pioneer 2013)

67mg_12 vs66_12
(Monsanto 2012)

Figura 20. Diagrama de Venn del nimero de isoformas diferenciales en los tres pares de variedades
MONS810 vs near-isogenic
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Tabla 4. Isoformas diferencialmente expresadas en el embridon de maiz 48mg_12 respecto a su respectiva near-isogenic 16_12.

Isoforma Gen Locus Nombre del gen  Uniprot Descripcion

GRMZM2G069427_TO01 GRMZM2G069427 1:234624109-234627012 rps7 Q6R9A4 Putative uncharacterized protein rps7
TCONS_00160245 - 9:116918173-116918571

TCONS_00134908 - 8:24341948-24346387

TCONS_00088127 - 4:111693068-111698168

GRMZM5G839924_TO01 GRMZM5G839924 Mt:101543-102116 nad9 Q6R9LO NADH dehydrogenase subunit 9
TCONS_00022518 - 1:3468155-3468582

GRMZM2G013970_T01 GRMZM2G013970 6:156942650-156944698 LOC100275360 B6SRT5

TCONS_00105920 - 5:2060791-2061377

GRMZM2G406378_T01 GRMZM2G406378 9:88181437-88190176 Zm.86052 K7WA97 Uncharacterized protein
GRMZM5G821527_T01 GRMZM5G821527 Mt:484680-502648 orfX Q6R993 Transport membrane protein
GRMZM2G154278_T02 GRMZM2G 154278 8:26070964-26074984 IDP144 B6T6R6 Pre-mRNA-splicing factor cwc15
TCONS_00031937 - 10:101797507-101798955

GRMZM2G443343_TO01 GRMZM2G443343 9:73999008-74003872 orf110-c Q6R984 Putative uncharacterized protein orf110-c; Uncharacterized protein
GRMZM5G844030_T01 GRMZM5G844030 Mt:511893-514104 orf101-c Q6R989 Putative uncharacterized protein orf101-c
GRMZM5G807592_T01 GRMZM5G807592 Mt:356473-356917 orf147-b QB6RIC1 Putative uncharacterized protein orf147-b
GRMZM5G897562_T01 GRMZM5G897562 9:73813633-73815548 orf111-a Q6R9G4 Putative uncharacterized protein orf111-a; Uncharacterized protein
GRMZM2G407837_TO01 GRMZM2G407837 9:73853548-73856953 ccmC Q6R9H6 Cytochrome c biogenesis C
GRMZM2G358236_T02 GRMZM2G358236 9:88199900-88204568 orf127 K7VAHO Uncharacterized protein
AC225309.2_FGT003 AC225309.2_FG003 1:128125104-128128515 AOA096PNB6

GRMZM2G556515_T01 GRMZM2G556515 1:13994736-13995667 Zm.113381 AOA096U2H8

GRMZM2G019039_T01 GRMZM2G019039 3:27443065-27449595 AOA096Q224

GRMZM2G356639_T02 GRMZM2G356639 4:111721573-111726256 Zm.104332 K7UON7 Uncharacterized protein
TCONS_00105945 - 5:4429176-4429584

GRMZM2G411652_TO01 GRMZM2G411652 4:156821140-156829630 Zm.25043 K7TZG1 Uncharacterized protein
TCONS_00105955 - 5:5334718-5335114

CUFF.29762.1 GRMZM5G810054 5:3350032-3353992

GRMZM2G141605_TO01 GRMZM2G 141605 9:69026390-69030671 K7VUY1 Uncharacterized protein
GRMZM2G347978_TO01 GRMZM2G347978 2:236640837-236641371 AOAQ96TC44

GRMZM2G450825_T01 GRMZM2G450825 1:234708253-234711462 COl Q7HRMO Cytochrome c oxidase subunit 1
GRMZM2G043657_TO01 GRMZM2G043657 5:3094195-3094631 Zm.131774 AOA096QHN6

GRMZM2G050625_T01 GRMZM2G050625 8:96784882-96789434 K7UV43 Uncharacterized protein



TCONS_00053190
GRMZM2G083875_T01
GRMZM2G456487_T01

GRMZM2G083875
GRMZM2G456487

2:66007605-66008052
8:62938177-62941497
8:64571422-64575093

K7VCY6
K7V141

Uncharacterized protein
Putative WAK receptor-like protein kinase family protein

Tabla 5. Isoformas diferencialmente expresadas en el embridén de maiz 48mg_13 respecto a su respectiva near-isogenic 16_13.

Isoforma Gen Locus Nombre del gen  Uniprot Descripcion

TCONS_00134908 - 8:24341948-24346387

CUFF.2559.1 GRMZM5G867121 1:83018830-83021770

GRMZM2G174347_T01 GRMZM2G174347 8:120487037-120488230 Zm.84657 B6SI1Z8 Ethylene-responsive transcription factor 4 (AP2/EREBP)
GRMZM2G320506_TO01 GRMZM2G320506 5:4670692-4674066 Zm.65 COP4A7 calcium-dependent protein kinase 1-like
GRMZM2G136663_T01 GRMZM2G136663 7:100291727-100293586 Zm.132443 AOA096S9K4 Putative uncharacterized protein
TCONS_00092026 AC225718.2_FG006 5:48530505-48532951

GRMZM2G177050_TO1 GRMZM2G 177050 7:172920910-172923332 LOC100280939 B6SPQ5 CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 11
GRMzZM2G355572_T01 GRMZM2G355572 3:7938774-7940982 Zm.2671 AOA096TDH7  Transposon protein CACTA, En/Spm sub-class
GRMZM2G172485_T01 GRMzZM2G172485 2:217679509-217682041 Zm.20898 B6SS05 Putative uncharacterized protein
GRMZM2G162065_TO01 GRMZM2G162065 5:55421258-55424903 LOC100304328 AOA096SR18 exocyst complex component exo70a1-like
CUFF.29863.1 AC159612.1_FGO007 5:4582795-4585519

GRMZM2G426046_TO01 GRMZM2G426046 3:147659494-147660806 Zm.10267 AOA096TQV4

GRMZM2G147014_TO01 GRMZM2G147014 5:193902114-193903647 LOC100281087 B4G1H1 dehydrin cor410

GRMZM2G052720_TO01 GRMZM2G052720 4:237684791-237686205 Zm.9621 B6TLY6 Ethylene-responsive transcription factor 3 (AP2/EREBP)
GRMZM2G144648_T01 GRMZM2G144648 3:41742537-41744737 Zm.79249 B6SIU4 Peroxidase 24

GRMZM5G819965_T01 GRMZM5G819965 1:47910537-47911634 Zm.10210 Q946U8 Long cell-linked locus protein
GRMZM2G380377_T01 GRMZM2G380377 6:62712929-62714535 DBP4 C3Uz69 DRE-binding protein 4

GRMZM2G020054_TO01 GRMZM2G020054 10:65437298-65438594 EREB54 K7TL41 AP2-EREBP transcription factor (fragment)
GRMZM2G436593_TO01 GRMZM2G436593 1:200669881-200671531 AOAQ96TSTO Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein
GRMZM2G366910_T01 GRMZM2G366910 5:157240565-157242713 Zm.156180 AOAQ96TFI2

GRMZM2G041809_TO01 GRMZM2G041809 4:181903741-181906080 COPHS9 Uncharacterized protein

GRMZM2G123394_T01 GRMZM2G123394 8:166704449-166706350 Zm.96220 K7VNAS8 Uncharacterized protein

GRMZM2G324248_T01 GRMZM2G324248 9:94152457-94153254 LOC100274790 B6SJ91 Uncharacterized protein

GRMZM2G373522_T01 GRMZM2G373522 4:154337341-154339063 Zm.4870 C44477 Dehydrin

GRMZM2G015605_T01 GRMZM2G015605 10:87281298-87285057 COHIJ6 NaCl stress proteint

GRMZM2G474755_T01 GRMZM2G474755 8:91126488-91127653 LOC100304059 K7VUH8 Polcalcin Jun o 2

GRMZM2G061487_T01 GRMzZM2G061487 1:217638317-217640370 EREB204 AOA060D7H3 DRE binding factor 1



GRMZM2G374074_TO01
GRMZM2G414727_T01
GRMZM2G423917_T01
GRMZM2G056014_T02
GRMZM2G438202_T01
GRMZM2G050625_T01
GRMZM2G443343_T01
GRMZM2G358236_T02
GRMZM2G066111_TO01
TCONS_00088260
GRMZM2G162359_T01
GRMZM2G019039_T01
TCONS_00148935
TCONS_00089045
GRMZM2G170017_TO1
TCONS_00159508
GRMZM2G011151_T01
TCONS_00081253
TCONS_00133661
TCONS_00088600
TCONS_00022518
GRMZM2G556515_T01
GRMZM2G162486_T01
TCONS_00053689
TCONS_00012031
CUFF.8139.1
TCONS_00072157
TCONS_00160957
TCONS_00094832
TCONS_00160245
GRMZM2G478430_T01
TCONS_00053688
GRMZM5G816453_T01

GRMZM2G374074
GRMZM2G414727
GRMZM2G423917
GRMZM2G056014
GRMZM2G438202
GRMZM2G050625
GRMZM2G443343
GRMZM2G358236
GRMZM2G066111
GRMZM2G162359
GRMZM2G019039

GRMZM2G 170017

GRMZM2G011151

GRMZM2G556515
GRMZM2G162486
GRMZM2G171181
GRMZM2G180258
GRMZM6G837083
GRMZM2G386811

GRMZM2G478430

GRMZM5G816453

4:239966110-239967227
1:224437175-224438294
8:159241882-159244984
8:132408283-132413739
10:141249355-141251027
8:96784882-96789434
9:73999008-74003872
9:88199900-88204568
9:58990476-58992884
4:128631263-128631723
7:10656436-10658172
3:27443065-27449595
9:20468348-20470634
4:236008701-236009217
5:188907399-188909179
9:20602837-20603227
9:128226159-128228208
4:43193264-43195570
7:153285829-153286438
4:178624008-178624310
1:3468155-3468582
1:13994736-13995667
9:139006145-139008686
2:128168289-128168618
1:8612131-8615308
10:2140026-2144013
4:1078821-1079977
scaffold_177:847-1567
5:163983244-163985765
9:116918173-116918571
10:114373613-114374457
2:128137339-128137624
Mt:8751-9915

Zm.19299
Zm.80550

orf110-c
orf127
atp4

LOC100274481

umc2600

Zm.113381
LOC100282090

Zm.104455

orf387

K7U8X3
AOAQ096TNRO
K7vV9Q6
K7V5W7
K7TSBO
K7UV43
Q6R984
K7VAHO
K7VUK2

B4G1C2

AOA096Q224

B4FSX7

K7WDC8

AOAQ096U2H8
B4FUN3

K7UIA9

Q6RIN9

Uncharacterized protein

SAUR56-auxin-responsive SAUR family member

Src2-like protein

Calcium pump1

Putative AP2/EREBP transcription factor superfamily protein
Uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein orf110-c

ribosomal protein s12

ATP synthase protein MI25

xylanase inhibitor protein 1-like

atpase subunit 9

Carbonyl reductase 1

alpha-humulene synthase-like

IN2-1 protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized 29 kDa protein in mitochondrial S-1 DNA



GRMZM2G000236_T01
TCONS_00120060
GRMZM2G083875_T01
AC205274.3_FGT001
GRMZM2G069427_T01

GRMZM2G000236

GRMZM2G083875

AC205274.3_FG001

GRMZM2G069427

9:7308583-7310337 Zm.103646
6:60923395-60923848
8:62938177-62941497
8:51816720-51817224 TIDP2793
1:234624109-234627012 rps7

K7V5I3 12-oxophytodienoate reductase 2
K7VCY6 Uncharacterized protein

B4FQY1 Pathogenesis-related protein PRMS
Q6R9A4 Ribosomal protein S7

Tabla 6. Isoformas diferencialmente expresadas en el embridon de maiz 67mg_12 respecto a su respectiva near-isogenic 66_12.

Isoforma Gen Locus Nombre del gen Uniprot Descripcion

TCONS_00160767 - Mt:514399-516262

GRMZM2G575038_T01 GRMZM2G575038  4:111652226-111655275  orf99-g Q6R9A8 Putative uncharacterized protein orf99-g
TCONS_00019094 GRMZM2G523971  1:234607182-234612397

GRMZM2G314927_T01 GRMZM2G314927  3:8313287-8314107 Zm.132767 AOA096T6L3

GRMZM2G122028_T01 GRMZM2G122028  3:215559622-215561400 Zm.1915 AOA096RZS1

TCONS_00146850 - 8:6341461-6341906

TCONS_00022743 - 1:30022464-30023513

GRMZM2G704282_T01 GRMZM2G704282  9:99504970-99505232 K7WAV9 Uncharacterized protein
GRMZM5G822401_T01 GRMZM5G822401  Mt:191868-192351 orf160-a Q6R9H9 Putative uncharacterized protein orf160-a
GRMZM2G121654_T01 GRMZM2G121654  1:234670922-234672417 Zm.64734 AOA096RZJ4

TCONS_00160781 - Mt:558400-560430

GRMZM2G155432_T01 GRMZM2G155432 4:111635109-111649656 Zm.90127 K7UON1 Uncharacterized protein
GRMZM2G049767_T01 GRMZM2G049767  3:20649548-20650492 LOC100282956 B6SLV6 16.9 kDa class | heat shock protein 3
GRMZM2G375517_T01 GRMZM2G375517  2:220266946-220268779 Zm.3740 AOA096TGY6 22.0 kDa class IV heat shock protein
CUFF.43375.2 AC213455.3 FG008 7:158167267-158172375

GRMZM2G121647_T01 GRMZM2G121647  1:234674143-234676023 orf113-b Q6R9B3 Putative uncharacterized protein orf113-b
GRMZM2G346839_T01 GRMZM2G346839  10:119779162-119781368 Zm.32438 K7TTJO Class IV heat shock protein
GRMZM2G002805_T01 GRMZM2G002805  5:2378612-2379912 AOAQ96PR12 ZFP16-2

GRMZM5G889299_T01 GRMZM5G889299  Mt:60823-63559 orfo11 QB6RIM2 DNA polymerase
GRMZM2G038874_T01 GRMZM2G038874  5:142084360-142085001 AOA096QEH0

GRMZM2G408158_T01 GRMZM2G408158  2:235244889-235246909 AOA096TMGO

GRMZM5G894376_T01 GRMZM5G894376  Mt:42602-43923 Zm.56987 AOA096U166

TCONS_00133655 - 7:152905365-152906515

GRMZM2G109848_T01 GRMZM2G109848  9:73859764-73867242 Zm.104389 K7VDZz6 Uncharacterized protein
GRMZM2G112204_T01 GRMZM2G112204 4:156797614-156800204 orf105-e Q6R991 Putative uncharacterized protein orf105-e



CUFF.50121.2
GRMZM2G316362_T01
GRMZM2G069427_TO01
TCONS_00160768
CUFF.39771.1
GRMZM2G131356_T01
GRMZM5G892983_T01
GRMZM2G358236_T02
GRMZM5G863003_T01
GRMZM2G069126_T01
GRMZM2G123394_T01
GRMZM2G361210_T01
TCONS_00160685
TCONS_00089497
GRMZM5G853409_T01
TCONS_00107289
TCONS_00054003
GRMZM2G406378_T01
TCONS_00160774
TCONS_00082434
GRMZM2G466044_TO01
GRMZM5G844030_TO01
GRMZM2G414660_TO01
GRMZM2G051135_T01
GRMZM2G147014_TO1
GRMZM2G420883_T01
GRMZM2G312736_T01
GRMZM2G335242_T01
GRMZM2G002465_T01
GRMZM2G003489_T02
GRMZM2G070172_T01
GRMZM2G028745_T01
GRMZM2G123212_T01

GRMZM2G173090
GRMZM2G316362
GRMZM2G069427
GRMZM2G039886
GRMZM2G131356
GRMZM5G892983
GRMZM2G358236
GRMZM5G863003
GRMZM2G069126
GRMZM2G123394
GRMZM2G361210
GRMZM5G860062
GRMZM5G808292
GRMZM5G853409

GRMZM2G406378
GRMZM2G054687
GRMZM2G466044
GRMZM5G844030
PSBZ

GRMZM2G051135
GRMZM2G147014
GRMZM2G420883
GRMZM2G312736
GRMZM2G335242
GRMZM2G002465
GRMZM2G003489
GRMZM2G070172
GRMZM2G028745
GRMzZM2G 123212

9:59460404-59463579
8:164731499-164733879
1:234624109-234627012
Mt:516412-522509
6:164577125-164579770
9:58946595-58947117
Mt:24645-25498
9:88199900-88204568
Mt:129508-132560
7:141170322-141171382
8:166704449-166706350
1:293235243-293236062
Mt:35401-42546
5:2297967-2299182
Mt:10293-19143
5:187905975-187906515
2:169271610-169272228
9:88181437-88190176
Mt:31145-32680
4:111703647-111709421
5:191270860-191272390
Mt:511893-514104
5:210341356-210343220
9:89114023-89115991
5:193902114-193903647
6:121259760-121260572
9:11258329-11260990
9:958552-959393
7:99117054-99117825
1:275535938-275540729
1:199664721-199666709
9:69065822-69067377
2:214233002-214246971

cl27608_1
rps7

orf100-a2

orf127

orf101-b

Zm.128370
Zm.96220

orf248

Zm.86052

EREB195
orf101-c

psbZ

MBF1.1
LOC100281087

Zm.43625

Zm.41316
LOC100383492

LOC100285280

B6UI69
Q6R9A4

Q6R9I2
AOA096UHZ7
K7VAHO
Q6R9J7
AOA096QZY0
K7VNA8
AOAQ96TEH9

Q6RING

K7WA97

AOA060D1N6
Q6R989
AOA096TNQ7
COP5I3
B4G1H1
B6SJC9
K7W5H8
K7vQ9s
AOA096PQV6
AOAO096PRI9
COPGE4
K7W9F1
AOAQ096S0H2

Acyl-desaturase
Ribosomal protein S7

Putative uncharacterized protein orf100-a1

Uncharacterized protein
Putative uncharacterized protein orf101-b
DRE-binding protein 3

Uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein orf248-1

Uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein orf101-c
Photosystem Il reaction center protein Z
multiprotein bridging factor 1C
Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Class | heat shock protein 3

Alpha-amylase
Uncharacterized protein
Ubiquitin-protein ligase CIP8



GRMZM2G413897_T01
GRMZM2G475482_T01
GRMZM2G047274_TO1
GRMZM2G440125_T01
TCONS_00070521
GRMZM2G156536_T01
CUFF.19920.1
GRMZM2G093951_T01
GRMZM2G155911_T01
GRMZM2G144997_T01
GRMZM2G118172_T01
GRMZM2G306679_T01
GRMZM2G076972_T01
GRMZM2G329325_T01
GRMZM2G097135_T01
GRMZM2G097900_T01
GRMZM2G139786_T01
GRMZM5G841343_T02
TCONS_00160245
GRMZM2G331701_T01
GRMZM2G311898_T01
GRMZM5G864784_T01
GRMZM2G364208_T01
GRMZM2G324248_T01
GRMZM2G079638_T01
GRMZM2G340807_T01
GRMZM2G322817_T01
GRMZM2G094510_TO01
GRMZM2G105987_T01
TCONS_00147067
GRMZM2G479260_T01
TCONS_00134908
GRMZM2G012455_T01

GRMZM2G413897
GRMZM2G475482
GRMZM2G047274
GRMZM2G440125
GRMZM2G156536
GRMZM5G871631
GRMZM2G093951
GRMZM2G 155911
GRMZM2G144997
GRMZM2G118172
GRMZM2G306679
GRMZM2G076972
GRMZM2G329325
GRMZM2G097135
GRMZM2G097900
GRMZM2G139786
GRMZM5G841343
GRMZM2G331701
GRMZM2G311898
GRMZM5G864784
GRMZM2G364208
GRMZM2G324248
GRMZM2G079638
GRMZM2G340807
GRMZM2G322817
GRMZM2G094510
GRMZM2G105987

GRMZM2G479260

GRMZM2G012455

3:20595876-20596906
2:78506174-78510637
3:188387407-188390357
8:169838571-169839463
3:20711464-20713837
9:73950691-73953545
3:88933531-88935083
1:228726211-228727736
7:151226733-151228790
1:52759071-52760172
1:256856446-256857275
1:38851740-38852691
9:19814065-19816047
8:163979113-163980578
4:21340389-21344213
8:12990940-12993622
3:127533188-127534038
6:146227309-146229515
9:116918173-116918571
2:46596632-46597624
8:69273805-69274643
4:136066810-136071047
6:166138946-166140014
9:94152457-94153254
8:34394596-34395869
6:142752578-142753820
2:14233284-14235255
9:19666683-19667362
5:25048331-25050001
8:37789512-37790733
9:140609821-140618002
8:24341948-24346387
9:132472464-132473507

LOC100285576
nad4L
LOC100274565
Zm.129176

cox3

LOC100383182
LOC100282080
Zm.87000
LOC100281024
LOC100191552
LOC100279109
LOC100216684
Orphan301
si606063b10

Zm.72685

Zm.124713
LOC100281023
Zm.162683

LOC100274790
LOC100303795
LOC100857006
Zm.7612
LOC100278059
Zm.126244

TIDP2749

LOC100383105

B6UGV5S
AOA096UCH1
AOA096QK58
K7V7T0

K7VHL6

AOA096RGDO
AOA096SM43
AOA096SEL9
AOA096RXD6
B4F976
B6SMA2
B4FJ85
K7TSD8
K7UU06
AOA096SBIO
AOAQ096UB52

CoP8J4
B6SRE9
K7U5Y1
AOA096TF42
B6SJ91
B4FTF5
B6TSM3
B6SKMO
B6U3H7
B6STF5

B4FT59

COPD31

16.9 kDa class | heat shock protein 2
NADH dehydrogenase subunit 4L

Uncharacterized protein

Putative RING zinc finger domain superfamily protein

Cytochrome c oxidase subunit 3

Uncharacterized protein

Anthocyanidin 3-O-glucosyltransferase

VQ motif family protein

17.4 kDa class | heat shock protein 3

Uncharacterized protein

RHOMBOID-like protein 13
Putative I1Q calmodulin-binding and BAG domain containing family protein, Orphans TF

Calmodulin protein 2, touch-induced

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Grx_I1-glutaredoxin subgroup IlI

Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Anther-specific protein SF18

Polcalcin Jun o 2

Putative uncharacterized protein

Uncharacterized protein
NHL25

Class | heat shock protein 3

Uncharacterized protein



GRMZM2G017685_T01
TCONS_00087370
GRMZM2G051943_T01
GRMZM5G897562_T01
AC209810.3_FGT002
GRMZM2G015605_T01
GRMZM2G044322_T01
GRMZM2G314328_T01
GRMZM2G167794_TO01
GRMZM2G083810_T01
GRMZM6G441368_T01
GRMZM2G050234_T01
GRMZM2G317426_T01
GRMZM2G164909_T01
GRMZM2G128617_T01
GRMZM2G034157_T01
GRMZM2G339327_T01
GRMZM2G301485_T01
GRMZM2G098167_T01
GRMZM2G377613_T01
TCONS_00160700
GRMZM2G128754_T01
GRMZM2G099376_T01
GRMZM2G125092_T01
GRMZM2G431309_T01
AC206951.3_FGTO017
GRMZM5G803308_T01
GRMZM2G049349_T01
GRMZM2G055652_T01
GRMZM2G333635_T01
GRMZM2G157806_T01
GRMZM2G308503_T01
GRMZM2G082362_T01

GRMZM2G017685
GRMZM2G051943
GRMZM5G897562
AC209810.3_FG002
GRMZM2G015605
GRMZM2G044322
GRMZM2G314328
GRMZM2G 167794
GRMZM2G083810
GRMZM6G441368
GRMZM2G050234
GRMZM2G317426
GRMZM2G164909
GRMZM2G 128617
GRMZM2G034157
GRMZM2G339327
GRMZM2G301485
GRMZM2G098167
GRMZM2G377613
GRMZM5G800457
GRMZM2G 128754
GRMZM2G099376
GRMZM2G125092
GRMZM2G431309
AC206951.3_FG017
GRMZM5G803308
GRMZM2G049349
GRMZM2G055652
GRMZM2G333635
GRMZM2G 157806
GRMZM2G308503
GRMZM2G082362

9:111499766-111500584
4:22125315-22127452
2:34135514-34163980
9:73813633-73815548
3:165488280-165489387
10:87281298-87285057
2:43586314-43588479
1:234782350-234793861
3:118083628-118085345
3:8883717-8888747
scaffold_6:0-905
2:15139061-15141708
6:131104189-131111067
1:197781322-197783002
1:275707160-275708384
8:21619664-21623594
4:207365370-207366135

10:137124243-137126235

5:212297571-212298668
6:164344858-164346675
Mt:89463-98789
9:87108538-87109653
4:171808112-171810486
3:36063906-36064506
2:208500827-208504903
1:17525571-17526492
9:97396757-97399472
1:272284843-272287578
8:100777638-100781664
8:13046491-13047248
1:243542254-243543339
7:122955818-122957540
8:161737468-161739614

LOC100278230

LOC100303798
orfi11-a
cl903_-1

LOC100274454
ccmFN
AUX35
hsp18f
LOC100281265

Zm.30680
Zm.123378

Zm.3810
LOC100191598
LOC100286364

ATPP2-B1
Zm.151461
GRAS75
EREB182
LOC100304070
Zm.18185
Zm.103513
LOC100282367
Zm.35420
Zm.32750
LOC100382311

K7VC13

B4FTS6
QBR9G4
AOA096PLC4
COHIJ6
B4G145
AOAO09BTEF7
B4FD48
B4F9K4
AOA096UJ72
AOA096QM14
AOA096T708
AOA096ST16
A0A096S460
C4J494
B6SR64
K7U5Y9
B4F9ES
B6UIGY

K7WAG9
B6SI79
AOA096S1S7
COP6K9
COPJT2
B6TWVS8
AO0A096QLJ5
B6SNY4
K7VA55
B6UIB8
B6SIQ9
COPG6EO

Uncharacterized protein

Endochitinase A

Putative uncharacterized protein orf111-a

Uncharacterized protein

NaCl stress protein1
Uncharacterized protein
Cytochrome c biogenesis FN
Auxin-responsive protein

17.5 kDa class Il heat shock protein
F-box domain containing protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Heat shock factor protein 7

17.8 kDa class Il heat shock protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Tumor protein-like protein

Uncharacterized protein
ATPP2-B1

GRAS transcription factor
AP2-EREBP transcription factor
MYB transcription factor TaMYB1
Peptidase, M50 family
Uncharacterized protein

Class | heat shock protein 1
TPD1

Putative uncharacterized protein

Uncharacterized protein



GRMZM2G149647_T01
GRMZM2G061626_T01
GRMZM2G323888_T01
CUFF.6752.3
GRMZM2G098875_T02
GRMZM2G098999_T01
TCONS_00135340
TCONS_00136194

GRMZM2G149647
GRMZM2G061626
GRMZM2G323888
GRMZM2G042133
GRMZM2G098875
GRMZM2G098999
GRMZM2G123842

1:33464146-33466694
1:293231710-293232742
6:128648129-128649852
1:265088865-265219536
9:144554989-144558045
8:65295816-65300239
8:52357444-52373948
8:84017908-84020147

HSP26
Zm.129189
Zm.10417

LOC100381655
Zm.28206

Q41815
AO0A096QUX7
AOA096T862

COHHTS
K7VD56

Heat shock protein 26
ZFP16-2
Uncharacterized protein

Glutamate decarboxylase

Uncharacterized protein




Las proteinas ribosomales, detectadas como diferenciales en los tres perfiles transcriptomicos de
MONB810, son proteinas estructurales del ribosoma, implicadas directamente en la traduccioén de proteinas.
Se ha descrito que estas proteinas tendrian un papel muy versatil en el desarrollo de las plantas (Romani
et al. 2012). Los transposones son secuencias de DNA que tienen la capacidad de moverse desde
diferentes partes del genoma y pueden producir copias de si mismos. Los transposones son los elementos
mayoritarios en los genomas eucariotas y particularmente en plantas y pueden llegar a representar hasta
el 80% del genoma del maiz (McClintock, 1950; Fedoroff, 2012). Estos elementos tienen interacciones con
el genoma y pueden contribuir a la regulaciéon de la expresion de genes en respuesta a diferentes
condiciones ambientales (Makarevitch et al. 2015) y su expresion en muy variable (Li et al. 2015). Por
tanto, la obtencién de transposones diferenciales en diferentes variedades de maiz cultivado en campo es
un resultado esperable. Cabe notar que el lugar de insercion del transgén en MON810 esta flanqueado,
en 5, por una secuencia LTR correspondiente a un retrotrasnposén del tipo Zeon-1 (Hernandez et al.,
2003; La Paz et al., 2010) que no es el mismo que se encontrd desregulado en las tres variedades de maiz
MONB810. Por otro lado, la secuencia 3’, corresponde a una ubiquitin ligasa (Hernandez et al., 2003; Rosati

et al., 2008), con lo que se evidencia una reorganizacion génica en la insercion.

Las diferencias particulares entre las variedades MON810 y sus respectivos controles near-isogenic
pueden explicarse por los programas de mejora de las variedades hibridas de maiz disponibles
comercialmente especificos de las empresas de semillas. Estos programas de mejora utilizan variedades
convencionales de interés para cruzarlas con las variedades que contienen el transgén; como se ha
comentado (ver apartado “El maiz MON81036” en la p.36) las empresas no revelan la relacion genética
exacta entre las variedades MG y sus near-isogenic. Esto implica la existencia de diferencias genéticas
entre las variedades transgénicas y sus respectivas near-isogenic adicionales al transgén, que
corresponden a partes del genoma de otras variedades convencionales utilizadas en la obtencién de las
variedades MG comerciales, no necesariamente ligadas al transgén, sino que pueden situarse en cualquier
cromosoma. En consecuencia, la relacion genética de los pares de variedades obtenidos por cada obtentor
es diferente. Los cambios transcriptémicos detectados en las variedades MON810 deberian conservarse
entre las diferentes variedades, independientemente del fondo genético o las condiciones de cultivos, si
fueran una consecuencia directa de la insercion del transgén. En el presente estudio, 3 de las 4 IDE no se
encontraron desregulados en el mismo sentido en los tres pares de variedades MG respecto a sus near-
isogenic, ni tampoco se comportaron igual en los dos afios de cultivo analizados (Tabla 7). En

consecuencia, estos cambios no pueden atribuirse directamente a la insercion génica.

Tabla 7. Valores de expresion diferencial (tasa de cambio entre MON810 y near-isogenic) de los 4 transcritos
diferenciales comunes en las 3 variedades MON810 analizadas.

67mg_12 48mg_12 48mg_13 Locus Transcrito Id Nombre del gen

-2,58 -3,86 3,76 1:234624109-234627012 GRMZM2G069427_T01 rps7 (ribosomal protein S7)
-2,44 -1,87 1,44 9:88199900-88204568 GRMZM2G358236_T02 rps12 (ribosomal protein S12)
-1,67 -3,10 2,17 9:116918173-116918571 TCONS_00160245 transposable element

-1,57 -2,93 -4,22 8:24341948-24346387 TCONS_00134908 transposable element

Asimismo, se considerd importante situar los niveles de expresion de las IDE en el marco de la variabilidad
natural de la especie maiz, para determinar la relevancia bioldgica de las diferencias observadas. Los

niveles de expresion de estos 4 transcritos en las 7 muestras analizadas, correspondientes a variedades
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convencionales, mostraron rangos de expresion muy variables y con valores mucho mas extremos en
algunas variedades convencionales que en las variedades MG (Figura 21). Asi, los niveles de expresion
de estos transcritos se sitlan, en las variedades MON810 analizadas, en los niveles naturales del maiz, lo
que descarta su relevancia desde el punto de vista de seguridad. Esto es especialmente relevante en el
caso de la unica isoforma comunmente desregulada, TCONS 00134908, lo que indica, que el transgén no
parece tener efectos pleiotrépico sobre el transcriptoma de maiz.
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Figura 21. Niveles de expresion de los IDE comunes en las tres muestras de maiz MON810, respecto a sus near-
isogenic, ensayadas.

Analisis funcional de los genes diferenciales en embrion de maiz MON810

Los transcritos diferenciales en los embriones de las variedades de maiz MON810 se analizaron a nivel
funcional para identificar posibles rutas celulares modificadas como consecuencia de la insercién del
transgén. Para ello primero se realizé un mapa de interaccion proteina-proteina con el programa String v
10 (Functional Protein Association Network; www.string-db.org) en base a la lista de isoformas
diferenciales de cada variedad MG (Figura 22 - Figura 24).
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Figura 22. Mapa de interaccion de los transcritos diferenciales en los embriones de maiz 67mg_12
versus 66_12. [Nodos pequefios: no se conoce la estructura 3D de la proteina; nodos grandes:
estructura 3D conocida o predicha. La interaccion molecular se muestra en azul y representa union

fisica de las proteinas. Los nodos rojos representan las HSP].
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Figura 23. Mapa de interaccion de los transcritos diferenciales en los embriones de maiz 48mg_12
versus 16_12. [Nodos pequefos: no se conoce la estructura 3D de la proteina; nodos grandes:
estructura 3D conocida o predicha. La interaccion molecular se muestra en azul y representa union

- GRMZMZG%S&?S PO1

Y
s

N
A

o GRMZM2G347978_P01

GRMZM PO1
GRMZMZGdOGS?S potz 26356639_P0

_ GRMZM2G556515_P01
Fy -

L

fisica de las proteinas. Los nodos rojos representan las oxidoreductasas NADH:ubiquinona].

Resultados

784_P01

86



RMZIM2G478430_GRMZIM P
GRMZM2G436593 orf110-c Filatedic - i e

e g = _ GRMZM2G324248_P01

pcol06247 GRMZM2G162065_P014ZM2G162359_P01

- 4387
dbf1 pcold3873

ereb98
. GRMZM2G423917 GRMZM2G147014°P01 @

-

orf127

GRMZM;&GDleoaéerebM
ps?
- GRMZM2G366910_P01
OPR2 - -
GRMZM2G066111_P01
-’ S ereb92
_ereb205
GRMZM2G136663. P01
' PRMS
GRMZM2G374074_P011ZM2G041809_PO1 _ GRMZM2G474755_P01
TIDP3280 ___GRMZM2G011151_PO1 _GRMZM2G177050_P01
c137957_1
umc2600 GRMZM2G050625_P01 __DBP4
F—y capl e
oy
__ pco075967 __GRMZM2G083875_PO1
1146_1 = - GRMZM2G162486_P01
v GRMZM2G414727_P01 -
- ___GRMZM2G426046_PO1 orf3g7

GRMZM5G819965 P01

Figura 24. Mapa de interaccién de los transcritos diferenciales en los embriones de
maiz 48mg_13 versus 16_13. [Nodos pequefios: no se conoce la estructura 3D de la
proteina; nodos grandes: estructura 3D conocida o predicha. Los nodos rojos
representan las proteinas con dominios AP2/ERF].

Como se puede ver en las Figura 22 a Figura 24, la mayoria de proteinas codificadas por las isoformas
diferenciales formaron unidades aisladas y no estuvieron interconectadas entre ellas lo que indicaba que
no formaban parte de una ruta metabdlica concreta. Esto se comprobd mediante un andlisis de categorias
funcionales sobrerrepresentadas usando criterios de significancia de p valor ajustado por FDR (g<0,05).
No se detecté un enriquecimiento ni de los procesos bioldgicos, componentes celulares ni rutas celulares
de la clasificacion de GO (Gene Ontology, Ashburner et al. 2000) ni de KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (Kanehisa y Goto, 2000)). Posteriormente, y para detectar algun posible patrén
comun entre las IDE se realizé una clasificacién funcional de las proteinas codificadas por las mismas. En
ninguna de las variedades se pudieron detectar rutas alteradas significativamente, aunque si se pudieron

detectar enriquecimientos de dominios proteicos especificos mediante InterPro v 57 (9<0,05).

En los transcriptomas de 67mg_12 se dio una represion predominante de proteinas del tipo HSP (Heat
Shock Protein) (Tabla 8). Las HSP se producen durante el desarrollo de la semilla y en diferentes
condiciones de estrés; la sintesis de las HSP durante la maduracion de la semilla podria indicar su papel
protector celular (Wu et al., 2015). En la variedad 48mg_12 se detectaron niveles reprimidos de proteinas
del tipo NADH deshidrogenasas respecto a la 16_12. Estas proteinas estan implicadas en transporte de
electrones y por tanto en el balance oxidorreductor. EI complejo NADH ubiquinona, por ejemplo, cataliza
la transferencia de electrones de especies reactivas de oxigeno (ROS) derivadas de la respiracion
mitocondrial (uniprot.org). Finalmente, la expresion de factores de transcripcién relacionados con la

respuesta a etileno (AP2/ERF) se vio reprimida en 48mg_13 vs 16_13. El etileno es una hormona que
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regula la expresion de genes relacionados con estreses bidticos y abidticos, cuya induccién por etileno

depende del factor de transcripcion en cis Ethylene-Responive Element (ERE) (Du et al., 2014).

Tabla 8. Rutas celulares (KEGG) y dominios funcionales (InterPro) sobrerrepresentados en los transcriptoma de
67mg_12, 48mg_12y 48mg_13.

Id. INTERPRO Descripcion de la ruta N° genes q valor

IPR031107 Small heat shock protein HSP20 15 0,0000

67mg_12 vs 66_12

(Monsanto 2012) IPR002068 Alpha crystallin/Hsp20 domain 14 0,0000
IPR008978 HSP20-like chaperone 14 0,0000

48mg_12 vs 16_12 IPR001694 NADH:ubiquinone oxidoreductase 2 0,0062
IPR001471 AP2/ERF domain 5 0,0001

48mg_13 vs 16_13 IPRO16177 DNA-binding domain 5 0,0001
(Pioneer 2013) IPR000167 Dehydrin 2 0,0001
IPR030513 Dehyadrin, conserved site 2 0,0001

En resumen, en los tres pares de variedades se dio un enriquecimiento de transcritos correspondientes a
proteinas relacionadas con estrés y respuestas ambientales. Sin embargo, en ningun caso los transcritos
diferenciales, ni las proteinas que codifican, estuvieron conservados en las tres variedades indicando que
en este estudio no se pudieron detectar diferencias transcripcionales significativas provocadas por la
insercion del transgén. Estos resultados estdn en linea a los trabajos previamente publicados sobre los
perfiles transcriptomicos del maiz MON810 (Coll et al., 2008, 2009, 2010; Barros et al., 2010; La Paz et
al., 2014), aunque en estos casos la aproximacién analitica (hibridaciéon en microarrays, secuenciacion
masiva utilizando 454-Roche) permitié el analisis de un numero inferior de transcritos. Ademas, en algunos
casos el tejido analizado fue hoja de planta joven, lo que extiende el resultado aqui obtenido a otras

variedades, condiciones culturales y tejidos.
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1.2 Protedmica comparativa en semilla de maiz MON810

En este capitulo se presenta una comparacion de los perfiles proteémicos de grano maduro y seco de
maiz MONB810 respecto a granos convencionales no MG, realizada mediante proteémica bidimensional
(2D) comparativa. Igual que en la transcriptomica de maiz, se escogi6 el grano de maiz maduro y seco
debido a su importancia en la elaboracién de piensos y alimentos. La identificacion de las proteinas de los
geles 2D se realiza mediante espectrometria de masas LC-MS/MS. Esta técnica permite investigar
diferencias cualitativas y cuantitativas en las proteinas mayoritarias de diferentes genotipos de especies
vegetales, tejidos o en respuesta a determinadas condiciones ambientales (Amiour et al., 2014; Gong et
al., 2014; Louis et al., 2014). En este trabajo se ha evaluado la protedmica bidimensional comparativa para
detectar posibles efectos no intencionados derivados de la insercidon del transgén cry1A(b) en el maiz
MON810. Adicionalmente se testdé la proteémica 2D en dos aproximaciones diferentes. Primero se
investigd la capacidad de la técnica para discriminar maiz no seguro para el consumo. Para ello se realizé
el andlisis protedmico en muestras de maiz no aptas para la alimentacion humana, ya que presentaban
una contaminacién de micotoxinas considerada de riesgo para la salud. Segundo, se evalué la proteémica
para detectar posibles cambios en perfiles proteémicos de variedades cisgénicas, y por tanto
genéticamente exactas a excepcion del cisgén. Para ello se obtuvieron los perfiles proteémicos 2D de
tubérculos de patata de una patata cisgénica (A01 A) resistente a Phytophtora infestans, comparada con
su respectiva linea isogénica. Por tanto, esta técnica podria ser una herramienta adicional muy informativa
en la evaluacion de riesgos de los OMG (Barros et al., 2010; Coll et al. 2011; Fonseca et al. 2012; Vidal et
al. 2015).

Diseno experimental

Se obtuvieron los perfiles proteémicos de muestras de grano de maiz de un total de 16 variedades que
incluyeron las dos parejas de variedades MG y near-isogenic desarrolladas por Monsanto Dekalb y Pioneer
Hi-Bred. También se incluyeron diversas variedades comerciales convencionales con el fin de analizar la
variabilidad natural de esta especie. Finalmente, y para estudiar la posible influencia de las condiciones
ambientales sobre los efectos no intencionados de la modificacion genética, se testaron las mismas
variedades cultivadas en dos afios consecutivos (2012 y 2013), en los que se registraron caracteristicas
meteoroldgicas muy diferentes; con la excepcion de las variedades convencionales 83_12 y 17_12 que
solo estuvieron disponibles para cultivar en el afio 2012. La relacion de todas las variedades ensayadas

se presenta en la Tabla 9. Todas estas variedades también fueron analizadas mediante RNA-Seq en el
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primer capitulo de resultados de esta tesis doctoral, y como ya se ha sefalado, fueron la base para la

elaboracién de piensos en los estudios de toxicidad a 90 dias y 1 afio en ratas.

Tabla 9. Tabla de las variedades de maiz ensayadas en el analisis protedmico comparativo.

Variedad Tipo Ano cultivo Cédigo Empresa

DKC6667 MG 2012 67mg_12 \onsanto Dekalb
2013 67mg_13

DKC6666 near-isogenic 2012 66_12 Monsanto Dekalb
2013 66_13

PR33D48 MG 2012 48mg_12 pjoneer Hi-Bred
2013 48mg_13

PR32T16 near-isogenic 2012 16_12 Pioneer Hi-Bred
2013 16_13

SYNEPAL convencional 2912 AL_12 Koipesol Semillas
2013 AL_13

DKC6815 convencional 2912 15_12 Monsanto Dekalb
2013 15_13

PR33W82 convencional 2012 82_12 Pioneer Hi-Bred
2013 82_13

PR32T83 convencional 2012 83_12 Pioneer Hi-Bred

DKC6717 convencional 2012 17_12 Monsanto Dekalb

Un elevado numero de spots bien resueltos en los geles 2D asegura unos perfiles proteicos muy
informativos. Para ello es fundamental conseguir extractos proteicos de calidad y cantidad suficiente. Las
semillas de maiz presentan elevados contenidos en almidén y aceites que dificultan el proceso de
extraccion de proteinas. Por esto se optimizd el protocolo de extraccion basado en la precipitacion con
TCA y acetona, consiguiendo extraer mas de 5 pg/uL de proteina y que, junto a la tincién con sales de
plata, permitié resolver hasta 1.411 spots por gel 2D. Los perfiles protedmicos bidimensionales se
obtuvieron resolviendo el extracto proteico mediante |IEF (separacién segun el punto isoeléctrico, pl) y

SDS-PAGE (resolucidn segun el peso molecular, PM) en geles de 18x20 cm.

PM (kDa)

Figura 25. Gel 2D representativo del proteoma de
semilla seca de maiz. Este gel corresponde a un
replicado de la variedad 15_12, en el que se detectaron
- L, - 1.411 spots. Se indican, en numeros rojos, los spots que
. o M-t P AN mostraron volimenes diferentes en las variedades
a vl 7 MONS810 respecto a las near-isogenic control (FC=2 y
FDR g<0,05) y fueron identificados por LC-MS/MS.
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Para cada variedad y afio de cultivo se realizaron dos extracciones proteicas independientes y se hicieron
dos geles IEF-SDS-PAGE para cada extraccion (en total se obtuvieron cuatro replicados técnicos por
variedad). Los geles se tifieron en sales de plata para detectar las proteinas, y los spots se analizaron
utilizando el programa Ludesi (Malmo, Sweden, www.ludesi.com). La Figura 25 muestra un ejemplo de un
perfil proteico 2D representativo de semilla de maiz. Se obtuvieron, de promedio en todas las variedades,
1.383 spots por gel (Tabla 10), enfocados en un rango de pl de 4 a 7 y de PM de 11 a 245 kDa. Para
explorar la variabilidad técnica se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson entre el nimero de spots
detectados en los replicados técnicos de los geles. En todos los casos la correlacion entre los replicados
fue mayor que el 80% (no se muestran los datos) indicando una adecuada reproducibilidad de la técnica
en el laboratorio de ensayo. Los perfiles de las diferentes muestras resultaron muy comparables entre
ellos, con coeficientes de correlacion altos y siempre positivos (R>0,77) (Figura 26 A). Los spots
detectados en los geles bidimensionales representan las especies proteicas mas abundantes en las
semillas de maiz, que pueden obtenerse mediante el protocolo de extraccion y tincién seleccionado. La
cuantificacion de la abundancia de las proteinas se basa en la medida del volumen de cada spot, que
depende de la intensidad de la tincién en el mismo, que a su vez es proporcional al nivel de acumulacion

de la proteina correspondiente.

Tabla 10. Numero de spots cuantificados en los geles IEF-SDS-PAGE en cada muestra de maiz analizada. El nimero
de spots se ha calculado como una media de los cuatro geles replicados. [DE: desviacion estandar].

Numero de spots

Variedad .
(Promedio)
67mg_12 1408 + 6
67mg_13 1386 + 27
66_12 1387 + 50
66_13 1370 + 27

48mg_12 1389 + 45
48mg_13 1399 + 18

16_12 1331 + 51
16_13 1394 + 31
AL_12 1396 + 18
AL_13 1354 + 45
15_12 1411+ 3
15_13 1395 + 19
82_12 1409 + 2
82_13 1324 £ 75
83_12 1405 = 11
17_12 1373 £ 13

Un total de 1.253 spots se seleccionaron para el andlisis comparativo. Estos fueron consistentemente bien
resueltos en todos los replicados técnicos y bioldgicos (detectados como minimo en una variedad), y
distribuidos uniformemente sobre el gel (representando todo el rango de pl y PM). El programa Ludesi de
analisis de geles bidimensionales normaliza los volumenes de los spots entre los diferentes geles para que
sean comparables entre ellos. El volumen de cada spot en cada variedad y afio de cultivo se calculé como

la media de los valores obtenidos en los 4 replicados correspondientes.

Tecnologias 6micas para la evaluacién de riesgos de las plantas modificadas genéticamente 91



Variabilidad general de los perfiles protedmicos en grano de maiz

Inicialmente se explord la variabilidad global de los perfiles protedmicos de las diferentes variedades de
maiz en los dos afnos de cultivo analizados. Para ello se calculé una matriz de correlacién, a través del
coeficiente de Pearson (R), para todas las variedades estudiadas. La Figura 26 A muestra las correlaciones
entre cada par de variedades, ordenadas segun su similitud. Las elevadas correlaciones observadas entre
todas las muestras analizadas (>0,77) indicaron una marcada similitud entre todos los perfiles protedmicos
obtenidos. Las mayores diferencias se observaron entre variedades cultivadas en afos diferentes, lo que
muestra que las condiciones ambientales tienen una mayor influencia sobre el proteoma del grano de maiz
que los otros parametros ensayados (el caracter transgénico y el fondo genético). Ademas, las variedades
cultivadas en 2012 presentaron una similitud entre ellas ligeramente superior (R>0,85) que las mismas
variedades cultivadas en 2013 (R>0,75). Ello podria atribuirse a las condiciones climatolégicas mas
homogéneas durante el aflo 2012 y las condiciones mas extremas durante el 2013. A mitades de julio del
2013, en plena polinizacion del maiz, una tormenta de granizo con fuertes vientos, afecté a las plantaciones

muy localmente, produciendo un impacto diferente en los campos geograficamente muy cercanos.

La Figura 26 B también muestra la relacidon entre los proteomas de todas las variedades analizadas,
visualizado a través de un dendrograma y un cluster jerarquico calculado por el método Ward y por la
distancia euclidea. El dendrograma representa muy claramente una categorizacion de las muestras en
funcién del afio de cultivo, con una unica excepcion: la variedad 16_13, se agrupa con las variedades del

2012. Dicha variedad fue una de las mas afectadas por el ya mencionado temporal.

Se llevo a cabo un analisis de componentes principales (PCA) de los valores de los volumenes de los spots
transformados a su logaritmo natural, para determinar qué porcentaje de la varianza entre los proteomas
podria explicarse por las distintas condiciones ambientales (afios de siembra), genotipos (programa de
mejora) o por la modificacién genética. Las cuatro primeras componentes del analisis PCA fueron
significativas, y conjuntamente explicaron el 50% de la varianza total. El PC1, que explico el 20% de la
varianza, clasificé las muestras en funcién del afio de cultivo, excepto la variedad 16_13 (Figura 27 A, B,

C). Este resultado confirmé lo que ya se habia mostrado en la Figura 26 B.
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Figura 26. Relacion entre los proteomas 2D de las semillas de distintas variedades de maiz, cultivadas
en dos ahos consecutivos. A) Matriz de correlacion de los volimenes de los spots en todas las variedades
de maiz, comparadas por pares. El color azul indica correlaciones menores (R>0,75), y el rojo las mayores
(R=1). B) Dendrograma vy cluster jerarquico de las variedades y afos de cultivo ensayadas, agrupadas
segun el volumen global de los spots. Se han categorizado las variedades segun el afio de cultivo en el
cluster jerarquico: las cultivadas en el 2012 se representan en violeta, y las del 2013 en verde.

Tecnologias dmicas para la evaluacién de riesgos de las plantas modificadas genéticamente

93



20 “ 201 £
3 2 —
T @ o * cultivo 2012
o~ ’ o2 2 cultivo 2013
O " 8] ‘
e . a

-201 -201

-404 -404

40 20 0 20 40 40 20 0 20 40
PC 1(19,8%) PC 1(19,8%)

40+ 404

20+ 20 p
= =
& é > HPotd 1 » Koipesol
© o #OMg o 01 - a Monsanto
= D

9] ASmas 1% a

(nl) & 1717 Pioneer

204 -207 *

404 -40+

.::n .:}.0 |' 7..:1 4‘;] 10 -2rl} l‘) ?‘!ZI -1.0
PC 1(19,8%) PC 2(11,3%)

Figura 27. Andlisis de componentes principales (PCA) de los proteomas de semilla de maiz de 16 muestras
correspondientes a 8 variedades, cultivadas en 2 afos diferentes. A) PC1 respecto a PC2, B) PC1 respecto a PC3, C)
PC1 respecto a PC4 y D) PC2 respecto a PC3. En A), B) y C) las variedades sembradas en 2012 se muestran en rojo
y las sembradas en 2013, en azul. En D) las variedades producidas por diferentes empresas obtentoras se muestran
en diferente color: rojo (Koipesol Semillas), azul (Monsanto Dekalb) y verde (Pioneer Hi-Bred).

Posteriormente, se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) para todas las variedades, incluyendo los
1.253 spots como variables. Este analisis, que complementd la visualizacion del PCA, permitié investigar
la importancia de los distintos factores: afio de cultivo (Afo), empresa obtentora o fondo genético
(Empresa) y presencia del transgén (MG) para explicar la variabilidad de los perfiles proteicos de las
semillas de maiz (Tabla 11). En concordancia con los resultados mostrados en el PCA, el afio de cultivo
resulté ser el factor mas significativo (p<0,0005); y la empresa productora, correspondiente al fondo
genético también tendria una cierta influencia sobre el proteoma (p<0,02). La presencia de la modificacion
genética (factor MG) no es un factor significativo que explique la variabilidad de los perfiles proteicos,

segun el andlisis ANOVA.
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Tabla 11. Tabla ANOVA de los perfiles protedmicos de 16 muestras de grano de maiz correspondientes a 8 variedades
cultivadas en 2 afos consecutivos. MG: MON810 o convencional; Afo: cultivadas en 2012 o en 2013; Empresa:
variedades producidas por Koipesol Semillas, Monsanto Dekalb o Pioneer Hi-Bred. [Gl: grados de libertad, valor F:
estadistico de Fisher; Pr (>F), valor p de significancia. Cédigos de significancia: 0*****; 0,001****;0,01***;0,05**;0,1*]

Factor Gl Suma de los cuadrados Media de los cuadrados valor F Pr(>F) Significancia
MG 1,0 1802852,8 1802852,8 2,0 0,2

Empresa 2,0 7058146,0 3529073,0 3,8 0,0 *

Ano 1,0 10541800,5 10541800,5 11,4 0,0 b

Tanto las matrices de correlacidon, como el clister jerarquico y el analisis PCA de estos proteomas
permitieron observar que, de forma inequivoca, las variedades MG se posicionaron muy proximas a sus
respectivas near-isogenic, cuando se cultivaron en las mismas condiciones ambientales (Figura 26 y
Figura 27). Esto se mantuvo en las variedades DKC6667 y DKC6666, producidas por Monsanto y
cultivadas tanto en 2012 como en 2013; y las PR32D48 y PR33T16, producidas por Pioneer Hi-Bred y
cultivadas en 2012. El par PR33T16 y PR32D48 se cultivd en 2013 en dos campos cercanos, que no
obstante sufrieron con muy distinta intensidad una tormenta de granizo durante el periodo de polinizacion.
Estas condiciones ambientales podrian haber provocado cambios fenotipicos concretos en estas
variedades que presumiblemente explicarian las diferencias protedmicas observadas. En conjunto, los
resultados sobre la variabilidad global de los proteomas de maiz indicaron que las condiciones
ambientales, y el fondo genético (genotipo) particular de cada variedad, tienen un impacto mayor en el

proteoma del grano de maiz maduro que la propia insercién génica del evento MON810.

Todas las variedades de maiz se cultivaron en la misma zona, en 'Emporda. En esta zona de cultivo el
suelo es muy homogéneo, del tipo xenofluvico oxiaquico, limosos y calcareo (Zeljenkova et al. 2014;
Zelijenkova et al. 2016). Ademas, el maiz fue cultivado siguiendo las mismas practicas agricolas
controladas y estandares de la zona: misma fertilizacion de N, P, K; mismo tratamiento de herbicida (solo
en caso de necesidad), no se aplicé insecticida, y misma densidad de siembra. Teniendo en cuenta el
hecho de que las condiciones agricolas fueron constantes, se podria concluir que las condiciones
climatologicas y no las de cultivo, fueron las principales responsables de causar cambios en los perfiles

protedmicos en las semillas secas del maiz.

Proteinas diferenciales en las semillas de maiz MON810

Los resultados anteriores sugirieron que no existen diferencias importantes a nivel cuantitativo entre las
variedades de maiz MON810 y sus respectivas variedades comparadoras no MG. No obstante, esta
aproximacion protedmica permitié identificar las diferencias concretas entre los pares de variedades y
evaluar su posible impacto sobre la seguridad alimentaria del material MG. En este estudio se trabaj6 con
cuatro comparativas directas MG versus near-isogenic: las variedades producidas por Monsanto y Pioneer
cultivadas en 2012 y 2013.

Asi pues, se compararon los volimenes de cada uno de los spots de los perfiles proteicos MG y near-
isogenic, mediante un test t de Student. Se establecié un valor de significancia de tasa de cambio
logaritmica | log2(FC) |>1y g valor<0,05. Con estas condiciones, se detectaron 3 y 9 spots diferencialmente
acumulados entre los granos MON810 y near-isogenic de Pioneer obtenidos en 2012 y 2013,

respectivamente; y 4 spots en los granos obtenidos de Monsanto cultivados en 2013. Este ultimo par de

Tecnologias 6micas para la evaluacién de riesgos de las plantas modificadas genéticamente 95



variedades no presentd ningun spot diferencial cuando se sembrd en 2012 (Figura 28). Las diferencias
encontradas representaron como maximo el 0,72% del total de spots analizados. Como ya se ha explicado,
los cambios protedmicos ocurridos como consecuencia directa del transgén deberian conservarse entre
los distintos pares de variedades analizados, independientemente del fondo genético o las condiciones de

cultivo.

La tasa de cambio logaritmica vari6 entre 1 y 3 en la mayoria de spots diferencialmente acumulados (Tabla
12). Se observaron tres spots muy sobreacumulados en las variedades MON810 (spot id: 23, 85, 179) y
uno muy reprimido (spot id 70); sin embargo, ninguno de estos spots fue comun en el resto de variedades
comparadas. En las 4 comparaciones realizadas en este trabajo, sélo se detectd un spot acumulado en el
mismo sentido en 2 de las 4 parejas analizadas: el spot numero 501 fue sobreacumulado en la variedad
MON810 de Pioneer cultivada en el 2012 (48mg_12) y en la de Monsanto cultivada en el 2013 (67mg_13)
(Figura 28). Asi pues, no se detecté ningun spot comunmente regulado en las 4 comparativas que pudiera
ser candidato a ser regulado de forma directa por el transgén. No obstante, se considerd relevante

proceder a la identificacion de los 15 spots diferenciales mediante LC-MS/MS (Tabla 12).

67mg_13 vs66_13 48mg_12 vs16_12
(Monsanto 2013) (Pioneer 2012)

67mg_12 vs 66_12 8 2 48mg_13 vs 16_13
(Monsanto 2012) (Pioneer 2013)

Figura 28. Diagramas de Venn del numero de spots diferencialmente acumulados en grano maduro y
seco de maiz MON810 de diferentes variedades y ahos de cultivo, respecto a sus controles near-
isogenic.

Los péptidos obtenidos por LC-MS/MS se analizaron mediante el software Thermo Proteome Discover v
1.4.1.14 (Thermo Scientific), contra la base de datos de plantas de UniProt. Se filtraron los resultados con
identificacion en maiz (Zea mays) y con una puntuacion (score) mayor. Las descripciones, funciones y
ontologia de las proteinas se extrajeron de la base de datos de UniProt (uniprot.org), KEGG
(genome.jp/kegg) y EnsemblPlants (plants.ensembl.org/index.html). En caso de obtener una proteina no
caracterizada se realizé un BLAST contra maiz para encontrar proteinas homadlogas en otras especies
(caso de los spots 6, 28 y 202). Las proteinas identificadas no fueron suficientes para realizar un analisis
de enriquecimiento de los procesos bioldgicos, componentes celulares ni rutas celulares de la clasificacion
de GO (Gene Ontology, Ashburner et al. 2000) ni de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(Kanehisa y Goto 2000)).
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Tabla 12. Identificacion por LC-MS/MS de los spots diferenciales en las comparaciones directas de grano de maiz
MONB810 y convencional near-isogenic, cultivados en las mismas condiciones ambientales. Los spots diferenciales de
cada comparativa se ordenan segun el FC. Se indica el codigo de cada spot diferencial (Spot #), la tasa de cambio
logaritmica (FC (fold-change): MON810/near-isogenic) del volumen de los spots comparados; el sentido de la tasa de
cambio |: represion en MONB810; 1: acumulacion en MONB810), el cédigo de acceso de la proteina identificada
(Accession #); y el nombre, funcion, peso molecular (PM en kDa) y punto isoeléctrico (pl) de la misma.

Comparativa Spot log2(FC) Sentido Accession# Nombre de la proteina Funcién PM (kDa) pl
70 -2,82 1 B4FL17 TCTP microtubule stabilization 18,72 4,67
669 1,24 1 B6SNS4 LEA D-34 unknown 21,17 5,44
67mg_13 6 1,26 1 K7W272 Globulin-1, S allele nutrient reservoir 71,09 6,73
vs 66 13 331 1,31 1 B6SNS4  LEA D-34 unknown 21,17 5,44
482 1,48 1 B6UH67 LEA D-34 unknown 27,16 5,57

(Monsanto ) . .

28 1,55 1 K7W272  Globulin-1, S allele nutrient reservoir 71,09 6,73
2013) 69 1,60 1 B6UH67 LEA D-34 unknown 27,16 5,57
501 1,62 1 B6SNS4 LEA D-34 unknown 21,17 5,44
23 343 1 B6UH67 LEA D-34 unknown 27,16 5,57
48mg_12 185 -1,63 1 Q7M1Z8  Globulin-2 nutrient reservoir 49,89 6,61
vs16_12 202 1,61 1 COPGM3  Globulin-1, S allele nutrient reservoir 64,86 6,86
(Pioneer 85 9,75 1 B6T8D8 Glyoxalase | lactoylglutathione lyase 21,07 5,63
48mg_13 169 1,06 1 COPKO5  Glyoxalase | lactoylglutathione lyaseg 32,32 6,19
vs 16_13 501 1,08 1 B6SNS4 LEA D-34 unknown 21,17 5,44
(Pioneer 363 1,55 i B4FLJ4 rRNA N-glycosidase rRNA N-glycosylase 3325 6,43
2013) 179 3,98 1 B6TXB5 22.0 kDa class IV HSP stress response 22,87 6,43

Los spots seleccionados para la identificacion mostraron acumulacioén significativamente diferencial en al
menos una de las cuatro parejas de MON810 y su correspondiente near-isogenic. Los 15 spots
diferenciales identificados correspondieron a 7 proteinas. El hecho de que diferentes spots correspondan
a la misma proteina es habitual en este tipo de analisis ya que las proteinas suelen sufrir modificaciones
postraduccionales (fosforilaciones, metilaciones, etc.), dando lugar a isoformas de una misma proteina con
diferente peso molecular y carga eléctrica. Tampoco se debe destacar el procesamiento o la degradacion
parcial de algunas proteinas, algo muy comun en proteinas de reserva y del tipo LEA en semillas de
gramineas. Las 7 proteinas identificadas incluyen LEAs (Late Embryogenesis Abundant), proteinas de
reserva, proteinas de estrés, HSP (Heat Shock Proteins) y enzimas. Todas estas proteinas son

caracteristicas del endospermo o del embridn de maiz; y son muy abundantes en grano maduro y seco.

La variedad MON810 de Pioneer cultivada en 2012 y en 2013 presenté 3 y 4 spots diferenciales,
respectivamente, respecto a las variedades near-isogenic cultivadas en los mismos anos. Las proteinas
identificadas que mostraron acumulacion diferencial en el afio 2012, correspondieron a proteinas con
funcion de reserva de nutrientes (globulinas) y a una glioxalasa. En el afio 2013 se obtuvieron proteinas

HSP, una proteina inactivadora de ribosomas, una LEA y otra glioxalasa.

El par de variedades MON810 y near-isogenic comercializado por Monsanto y cultivado en el afio 2012 no
presentd ninguna diferencia significativa en el andlisis protedémico 2D, tal y como pudo intuirse por la
proximidad de estas dos variedades en el PCA (Figura 27). Las mismas variedades crecidas en el afio
2013 mostraron 9 spots diferenciales, que corresponden solamente a 4 cédigos proteicos (Accessionit)
diferentes y codifican para proteinas del tipo LEA, TCTP (Translationally-controlled tumor protein) y
globulinas.
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Las globulinas, junto a las glutelinas y prolaminas, constituyen el grupo principal de proteinas de reserva
en las semillas, ya que suponen el aporte de nitrégeno necesario para la germinacion. Este tipo de
proteinas pueden llegar a representar hasta un 12% del peso seco de las semillas secas en cereales; y se
hallan predominantemente en el endospermo (Lee et al., 2015). Las globulinas tienen funcién de reserva
de nutrientes, participan en la tolerancia a estrés en la semilla, concretamente durante la progresiva
desecacion de la semilla en etapas tardias del desarrollo (Méchin et al. 2004; Huang et al., 2012). La
globulina 1, componente principal del grupo de las globulinas, se sobreacumuld en las variedades
48mg_12 y 67mg_13, pero no en 48mg_13 ni 67mg_12. La globulina 1 esta codificada por el gen
polimérfico GIb1 para el que se han descrito varios alelos (GIb1-S, GIb1-L, Glb1-0) (Belanger y Kriz, 1991).
La isoforma de la globulina 1 identificada corresponde al alelo S (spots 6, 28 y 202) que estd mas
acumulado en las variedades producidas por Koipesol y Monsanto que en las de Pioneer (teniendo en
cuenta las MG, near-isogenic y convencionales) (Figura 29). Esto podria sugerir que durante el proceso
de mejora de las variedades hibridas se habrian seleccionado las lineas a favor de este alelo. La globulina
2 tuvo una expresion muy reprimida en la variedad 48mg_12 y no fue diferencial en las restantes
comparaciones. No se observé, pues, un patrén de regulacion de las globulinas directamente vinculado a
la insercion de MON810. Las globulinas suelen sufrir procesamientos proteoliticos importantes que son
visibles en el proteoma bidimensional, y es muy probable que las diferencias encontradas en estas
proteinas se debieran en realidad a la identificacién por LC-MS/MS de distintos fragmentos proteoliticos

de las mismas.

Las glioxalasas identificadas se sobreacumularon en la variedad PR33D48 respecto a su linea
comparadora convencional near-isogenic PR32T16, cultivadas en 2012 y 2013. Las glioxalasas juegan un
papel fundamental en la degradacion del metilglioxal celular, que es un producto téxico derivado del
metabolismo secundario. En las plantas, este sistema esta sobreacumulado en diferentes condiciones de
estrés como defensa o respuesta a infecciones por patdgenos. A pesar de su importancia, estas proteinas
han sido poco estudiadas (Chen et al. 2004). En condiciones de cultivo de campos de agricultor, como los
del presente estudio, no puede esperarse una completa homogeneidad de los factores ambientales que

podrian causar la induccion de este tipo de proteinas relacionadas con estrés.

Las proteinas LEA se sobreacumularon en las dos variedades MON810 crecidas en el 2013, respecto a
sus near-isogenic; pero no en el 2012. En general, las LEA se acumulan naturalmente en los tejidos
tolerantes a la desecacion, como las semillas o los granos de polen, aunque también se expresan en
tejidos vegetativos en condiciones de estreses abidticos. Estas proteinas pueden llegar a representar hasta
un 4% del total de las proteinas de semilla de maiz, siendo universalmente abundantes en plantas
superiores tanto en monocotiledéneas como en dicotiledoneas (Roberts et al., 1993). Aunque se asume
que estas proteinas tienen un papel importante para la tolerancia al estrés hidrico, su funcién molecular
aun es desconocida. Ademas estas proteinas pueden fosforilarse, lo que implica que se pueden encontrar
en diferentes cargas eléctricas en el proteoma 2D (Irar et al., 2006). Como son proteinas muy abundantes
y que pueden sufrir procesamientos postraduccionales, explicaria por qué la mitad de los spots
secuenciados en este trabajo, que presentaban distintos PM y pl en los geles, han resultado ser distintas

formas de LEA. Las LEA identificadas correspondientes a los spots 331, 501, 669 tienen menor peso
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molecular tedrico (21,17 kDa) que los spots 23, 69, 482 (27,16 kDa) (Tabla 12) lo cual podria indicar que

son diferentes estados de procesamiento de la misma proteina.

El resto de proteinas identificadas Unicamente mostraron expresion diferencial en una de las cuatro
comparaciones MON810 respecto a near-isogenic realizadas. Las rRNA N-glicosilasas son proteinas
inactivadoras de ribosomas, RIP (Ribosome-inactivating protein), inhiben los ribosomas y por tanto el
proceso de sintesis proteica. Las RIP de plantas son un componente natural de los mecanismos de
defensa frente a infecciones viricas o bacterianas (Bass et al. 2004), situaciones que en condiciones de
cultivo en campo no son controlables entre muestras. Las small heat shock proteins (sHSPs) se producen
durante el desarrollo de la semilla y en diferentes condiciones de estrés. Estas proteinas forman
estructuras multiméricas y tienen un amplio abanico de funciones celulares. La sintesis de las HSP durante
la maduracidén de la semilla podria indicar su papel protector celular (Wu et al., 2015). La proteina TCTP
es una proteina de unién a calcio que juega funciones importantes como proteccién a estrés o apoptosis,
crecimiento celular y progresion del ciclo celular. Aunque esta proteina estd muy estudiada en animales,
en plantas su funcion especifica es desconocida. Recientemente, se ha demostrado que la TCTP en
Arabidopsis interactia con componentes celulares inhibiendo los mecanismos de progresion de muerte
celular. Los niveles de esta proteina pueden verse alterados en diferentes condiciones de estrés como frio,

salinidad, sequia, o infeccion por patégenos (Hoepflinger et al., 2013).

Para evaluar la relevancia bioldgica de las proteinas estadisticamente significativas entre variedades
MONS810 y controles convencionales se compardé el volumen de cada uno de los spots diferenciales en las
variedades MON810 y todas las variedades comerciales de maiz convencional analizadas, que incluyeron
las variedades near-isogenic y otras 5 con genotipos distantes obtenidas por Monsanto, Pioneer y Koipesol

Semillas, sembradas en las dos temporadas estudiadas (Figura 29).

Es importante, desde un punto de vista de seguridad alimentaria, controlar los niveles de alérgenos o
antinutrientes en los alimentos o piensos. Se ha descrito, por ejemplo, que las globulinas y las glioxalasas
son alérgenos potenciales en maiz (Fonseca et al. 2012) y arroz (Usui et al. 2001). En el presente anélisis,
ninguna de las proteinas diferenciales entre el maiz MON810 versus near-isogenic resulté tener una
acumulacion diferencial en relacion al resto de variedades convencionales, lo que indicé que todas las
proteinas analizadas en los granos de maiz MON810 se encontraron en del rango de la variabilidad natural
de esta especie. Considerando, ademas, que ninguno de los spots mostré un patrén diferencial en las tres
comparaciones entre variedades MG y las controles, estos resultados indicaron que ninguno de los cerca
de 1.400 spots que representan las proteinas mas abundantes en grano de maiz, sufrié diferencias debidas

a la modificacién genética en el maiz MON810.
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Figura 29. Niveles de expresion relativa de las proteinas diferencialmente acumuladas en las variedades MON810
respecto a las variedades convencionales near-isogenic, cultivados en las mismas condiciones ambientales. Para
cada proteina identificada, se muestra el volumen del spot en las variedades MG MONB810, las near-isogenic y las
convencionales analizadas. [a: diferencial en 67mg_13 vs 66_12; b: diferencial en 48mg_12 vs 16_12; c: diferencial
en 48mg_13 vs 16_13].
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1.3 Protedmica comparativa en muestras de maiz
contaminado con micotoxinas

Los protedmica comparativa 2D en grano de maiz MON810 y convencionales no evidencié ninguna
diferencia proteica directamente atribuible al caracter MG. En un intento de evaluar la capacidad de la
protedmica 2D para detectar muestras perjudiciales desde el punto de vista de seguridad alimentaria se
estudiaron unos lotes de granos de maiz de dos de las variedades convencionales incluidas en el estudio
anterior, que accidentalmente sufrieron una contaminacion fungica durante el almacenaje. Estas muestras
correspondian a las variedades DKC6815 y DKC6717 cultivadas en el afio 2012: 15cont_12 y 17cont_12,
respectivamente. Los lotes contaminados presentaban abundantes granos de aspecto deteriorado:

deformacion de la semilla, aspecto mohoso, color negruzco y debilidad del grano.

Tabla 13. Tabla de las variedades de maiz ensayadas en el analisis proteémico comparativo con muestras de maiz
contaminadas.

Variedad Tipo Caédigo Empresa
DKC6667 MG 67mg_12 Monsanto Dekalb
DKC6666 near-isogenic 66_12 Monsanto Dekalb
PR33D48 MG 48mg_12 Pioneer Hi-Bred

PR32T16 near-isogenic 16_12 Pioneer Hi-Bred
SYNEPAL convencional AL_12 Koipesol Semillas
DKC6815 convencional 15_12 Monsanto Dekalb
PR33W82 convencional 82_12 Pioneer Hi-Bred
PR32T83 convencional 83_12 Pioneer Hi-Bred
DKC6717 convencional 17_12 Monsanto Dekalb
DKC6815 contaminada 15cont_12 Monsanto Dekalb
DKC6717 contaminada 17cont_12 Monsanto Dekalb

Las especies de hongos que colonizan el maiz con mayor frecuencia son Fusarium spp. y Aspergillus spp.
Ciertas cepas, y en determinadas condiciones, pueden producir micotoxinas, compuestos resultantes del
metabolismo secundario de los hongos que tienen un efecto cancerigeno en animales y humanos. Las
principales micotoxinas que pueden contaminar el maiz son fumonisinas (producidas por ciertas cepas de
Fusarium spp), deoxinivalenol (DON, producido por Aspergillus sp) y aflatoxinas, mucho menos frecuentes,
pero de potencial carcinbgeno mas elevado (producidas también por algunas especies de Fusarium spp).
Se cuantificd el nivel de aflatoxinas, fumonisinas y DON en las variedades contaminadas 15cont_12 y
17cont_12 junto con las demas variedades no contaminadas mediante el método ELISA (Figura 30). Las
dos variedades contaminadas presentaron niveles de fumonisinas claramente superiores a los niveles
maximos permitidos para productos alimenticios segun la normativa de la UE (Reglamento N2 1881/20086,

Comision Europea): 4 ppm. La muestra de DKC6815 contaminada presentd, ademas, aflatoxinas por
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encima del umbral establecido (10 ppb). Los niveles de DON estuvieron por debajo del limite permitido
(1,75 ppm) en todas las variedades. Las muestras no contaminadas presentaron niveles de estas

micotoxinas inferiores a estos umbrales.

AL_12
53_12
82_12
16_12

48mg_12
Aflatoxina (ppb)

66_12
B Fumonisina (ppm)

67mg_12
BEODOM (ppm)

17_12

15_12

17cont_12

15cont_12

a 5 10 15 20 25

Figura 30. Niveles de aflatoxinas, fumonisinas y DON en 11 muestras de maiz incluyendo 2 muestras contaminadas
cultivadas en el afio 2012. Las lineas punteadas muestran los correspondientes valores maximos permitidos en
productos alimenticios establecidos por la CE para alimentacién humana.

Se analizaron los perfiles proteicos de las dos muestras no aptas para el consumo de alimentos, 15cont_12
y 17cont_12, utilizando el mismo protocolo de extraccion de proteinas y electroforesis bidimensional IEF-
SDS-PAGE que las muestras anteriores. Se resolvieron unos 1.400 spots por gel, que se analizaron en
paralelo a las 9 variedades cultivadas en el afio 2012 estudiadas anteriormente. Se incluyeron, pues, las
dos mismas variedades convencionales, no infectadas por hongos (15_12 y 17_12); dos variedades
MONB810 de diferentes productores (67mg_12 y 48mg_12); sus respectivas near-isogenic; y tres
variedades comerciales convencionales adicionales (Tabla 13). De esta forma, pudieron compararse un
total de 11 muestras de maiz cultivadas en paralelo, en las mismas condiciones ambientales. El analisis
estadistico se llevé a cabo siguiendo el mismo esquema que en el capitulo anterior. Primero se exploro la
relacion general entre los 11 proteomas de maiz mediante correlacion entre los volimenes de cada spot
en las diferentes muestras, confeccion de un dendrograma y un clUster jerarquico; y a continuacion se

realizé un analisis PCA.

Los valores de correlacién entre los proteomas de las muestras no aptas para el consumo, respecto a las
demas variedades analizadas fueron ligeramente mas bajos que en la comparacion anterior (R<0,75). En
la representacién por el dendrograma (Figura 31), se observd que las dos muestras contaminadas por
micotoxinas (15cont_12 y 17cont_12) formaron un cluster independiente del resto de muestras aptas para

el consumo.
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Figura 31. Dendrograma de los perfiles protedmicos de las semillas de maiz cultivadas en el afo 2012 incluyendo las
variedades infectadas por hongos. Las variedades se categorizaron segun la infeccion fungica: las no contaminadas
se representan azul, y las contaminadas en rojo.

En el analisis PCA, las variedades se distribuyeron segun la similitud de sus proteomas. Las 3 primeras
componentes explicaron aproximadamente el 50% de la variabilidad entre los perfiles protedmicos de las
variedades de maiz contaminadas y las sanas. La primera componente (PC1) explicéd el 23% de la
variabilidad, la PC2 explico 14% y la PC3 el 11% (Figura 32). Se completd el andlisis con un k-means
clustering en dos clusteres, utilizando un valor p<0,05 e intervalos de confianza (Cl) al 95%. Los perfiles
de las variedades no contaminadas formaron un cluster en el que no estaban incluidas las variedades
infectadas (Figura 32), lo que corroboré el resultado de la Figura 31. Las muestras no aptas para el
consumo presentaron, pues, claras diferencias en el perfil protedmico respecto a las variedades aptas. En
el PCA se aprecio que las variedades sanas 15_12 y 17_12 se situaron cercanas a las respectivas
contaminadas con micotoxinas. Esto es explicable porque tienen exactamente el mismo fondo genético y
fueron cultivadas en el mismo campo y bajo las mismas condiciones. Estos resultados mostraron que el
analisis protedmico 2D fue capaz de discriminar entre los perfiles protedmicos de granos afectados por la

infeccion fungica y los no afectados.

Finalmente, se compard el volumen de cada uno de los spots entre los proteomas del grupo de las dos
muestras contaminadas respecto a las nueve muestras aptas para el consumo mediante un test t de
Student (FC=2; g<0,05), a fin de identificar los spots individuales con variaciones de volumen

estadisticamente relevantes.
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Figura 32. Analisis PCA de los proteomas de semilla de maiz de 2 variedades infectadas con micotoxinas (15cont_12
y 17cont_12, en rojo) y 9 variedades sanas (en azul) cultivadas en el 2012. Se muestran las tres primeras
componentes.

Un total de 100 spots (8% del total de spots analizados) fueron diferenciales en los dos grupos de muestras
contaminadas (en el Anexo IV se resumen los valores correspondientes a los 100 spots diferenciales). Se
secuenciaron 9 de estos spots, seleccionados por presentar valores extremos en el conjunto de muestras
sanas respecto a las contaminadas. Siete de los nueve spots presentaron menor acumulacion en los
granos contaminados, con log2(FC) entre -3 y -1,08; mientras que dos de ellos presentaron mayor
acumulacion, con log2(FC) entre 1y 4,19. Los mayores cambios de volumen correspondieron al spot 215,
sobre-acumulado mas de 18 veces en grano no contaminado, y al spot 501, unas 8 veces sobreacumulado
en muestras contaminadas. La Tabla 14. resume las caracteristicas de estos 9 spots, asi como de las

proteinas correspondientes, segun la informacion de UniProt.

Tabla 14. Identificacion por LC-MS/MS de los spots diferenciales en las comparaciones directas de grano de maiz
contaminado y no contaminado. Los spots diferenciales de cada comparativa se ordenan segun el FC. Se indica el
cédigo de cada spot diferencial (Spot #), la tasa de cambio (FC (fold-change): contaminada/no contaminada) del
volumen de los spots comparados; el sentido de la tasa de cambio |: represion en contaminadas; 1: acumulacion en
contaminadas), el cédigo de acceso de la proteina identificada (Accession #); y el nombre, funcién, peso molecular
(PM en kDa) y punto isoeléctrico (pl) de la misma.

Spot # log2(FC) Eﬁ"tido Accession # Nombre de la proteina  Funcién PM (kDa) pl
501 -3,00 l B6SNS4 LEA D-34 unknown 21,17 5,44
91 -1,89 1 B6SJS2 Protein Z unknown 42,16 5,82
399 -1,66 1 B6UH67 LEA D-34 unknown 27,16 5,57
23 -1,33 ! B6UH67 LEA D-34 unknown 27,16 5,57
34 -1,31 l K7UGF5 GAPC3 sugar metabolism 31,88 7,47
185 -1,31 1 Q7M1Z8 Globulin-2 nutrient reservoir 49,89 6,61
482 -1,08 ! B6UH67 LEA D-34 unknown 27,16 5,57
70 1,06 1 B4FL17 TCTP microtubule stabilization 18,72 4,67
215 4,19 1 B4FNZ9 General stress protein 39 oxidoreductase 32,92 6,04
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Los volumenes de los 9 spots identificados, en cada una de las 11 muestras analizadas, se muestran en

la Figura 33. Las proteinas identificadas pertenecieron a proteinas de reserva de nutrientes y relacionadas

con estrés y presentaron en general niveles de expresion muy variables. Solamente 4 de los spots

secuenciados presentaron valores de acumulacidn extremos en las dos muestras contaminadas respecto

a las nueve sanas. Los spots 501, 91 y 34 presentaron valores de inhibicion en las variedades

contaminadas, mientras que el spot 215 presenté una mayor acumulacion. Conjuntamente, los nueve spots

identificados representaron el 10% del total de spots diferenciales; y aunque los demas no fueron

identificados, mas del 60% de ellos presentaron valores diferenciales en el grupo de muestran

contaminadas.
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Figura 33. Niveles de expresion relativa de las proteinas diferencialmente acumuladas en las 2 muestras

contaminadas y las 9 no contaminadas de maiz.
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Cuatro de las proteinas identificadas correspondieron a proteinas del tipo LEA, pero solamente el spot 501
presentd niveles de expresion extremos especificamente en las contaminadas. El resto de LEA
identificadas tuvo valores mucho mas variables. Considerando que estas proteinas presentan una

expresion altamente variable, su regulacién no puede atribuirse a la contaminacion fungica.

El spot 91 correspondié a la proteina Z, perteneciente a la superfamilia de las serpinas, proteinas
inhibidoras de proteasas. Los inhibidores de proteasas estan relacionados con la resistencia frente a
patégenos, incluidos los hongos (Dunaevsky et al., 2005; Habib y Fazili, 2007). Las muestras contaminadas
presentaron niveles de este inhibidor de proteasas 3,7 veces inferiores a las muestras no infectadas. Esta

proteina estaria, por tanto, directamente relacionada con el proceso de infeccion de los granos de maiz.

También se observd una menor acumulacién del spot 34 en muestras no aptas para el consumo que
corresponde a la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPC3). Este enzima, que participa en la
glucdlisis, es esencial en el metabolismo de azucares y para regular los niveles de ATP celular. En linea
con nuestra observacion, se ha descrito que este enzima puede estar reprimida en cereales, y provocar

un metabolismo de azucares alterado como consecuencia de la infeccién (Agrawal y Rakwal, 20086).

Finalmente, el spot 215 fue el que experimenté un aumento mas pronunciado en las muestras infectadas
(hasta 18 veces mas que en muestras sanas) y se identific6 como proteina 39 de estrés general,
perteneciente a la familia de las deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (short-chain
dehydrogenase/reductase, SDR). Aunque su funcién es todavia poco conocida en plantas, se ha visto que
los niveles de esta proteina pueden verse alterados en diferentes condiciones de estrés, pero hasta el

momento no se ha relacionado con respuesta a infecciones (genevisible.com).

En resumen, la mayoria de spots diferenciales identificados en las variedades contaminadas por hongos
patégenos de maiz fueron proteinas descritas relacionadas con la respuesta a estrés bidtico asociado a la
infeccién fungica. Esto corrobora la capacidad de la protedmica 2D para detectar cambios proteicos
relacionados con un importante cambio fisioldgico en la planta como un fuerte estrés bidtico tal y como ya
se habia visto en trabajos previos (Pechanova y Pechan 2015; Agapito-Tenfen ef al. 2013). Ademas, esta
aproximacion permitid identificar 2 proteinas que especificamente se acumularon en las muestras
contaminadas, pudiendo proponerse como posibles candidatos de marcadores de estrés biotico. Estos
resultados estuvieron en linea con otros trabajos publicados para investigar cambios en los perfiles
protedmicos causados por diferentes infecciones por hongos (Yadava et al., 2015), y otros patdgenos

como virus (Wu et al., 2013; Serra-Soriano et al., 2015) en varios cultivos vegetales.
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1.4 Proteémica comparativa de la patata cisgénica A01 A

El segundo aspecto que se evaluo en la protedmica 2D fue si la técnica podria identificar posibles efectos
no intencionados de plantas MG cisgénica, que se produce a partir de secuencias originarias de la misma

especie y sobre un tejido como el tubérculo de patata.

Se conoce que la preparacion de extractos proteicos suficientemente puros a partir de diferentes tejidos
de distintas especies vegetales puede presentar mayor o menor dificultad, lo que puede afectar
directamente la capacidad resolutiva de la proteémica bidimensional (Agrawal y Rakwal 2006;
Bindschedler y Cramer 2011; Wu et al. 2015). Inicialmente, y como en el analisis protedmico 2D de maiz,
se optimizo6 el protocolo de extraccion de proteina total soluble. La extraccion de proteinas de tubérculo de
patata se optimizé a partir del protocolo de SDS caliente descrito por P. Delaplace (Delaplace et al. 2006).
Este protocolo tuvo un rendimiento menor que otros, pero permitié extraer una diversidad mayor de
proteinas y obtener un mayor nimero de spots resueltos por gel. Ademas, la realizacion de un paso
adicional de precipitacion mediante el 2-D Clean-Up kit (GE Healthcare) permitié obtener unos extractos

proteicos mas puros resultando en geles 2D de mayor resolucion.

Se utilizaron tubérculos de patata de distintas variedades, incluyendo una variedad MG resistente al
patégeno P. infestans, desarrollada por RIKILT (Wageningen, Holanda). Esta variedad cisgénica (A01 A)
lleva insertado el gen de resistencia Rpi-blb1 procedente de la patata ancestral Solanum bulbocastanum
(Van Der Vossen et al. 2003). Se analizaron un total de 15 variedades de patata: la linea MG AO1 A; la
linea isogénica Des A, la linea comercial Desiree — de la que derivan Des A y A0O1 A —; 6 lineas
convencionales comerciales y por tanto aptas para consumo humano; y otras 6 lineas adicionales usadas
en investigacion, también consideradas seguras para consumo alimentario, pero genéticamente distantes
al resto (Tabla 15). A diferencia del estudio del maiz, en este caso si se pudo trabajar con la variedad
isogénica (Des A), ya que esta estuvo disponible. El esquema experimental fue el mismo que para el

estudio del maiz: dos replicados bioldgicos y dos replicados técnicos para cada una de las lineas a patata.

Las correlaciones entre los replicados técnicos fueron muy altas (superiores a 90%), indicando una buena
robustez de la técnica. Sin embargo, y a diferencia de lo observado en los proteomas de maiz, los geles
2D de tubérculos de diferentes genotipos revelaron grandes diferencias entre ellos. Esto se apreci6 por
una parte por las diferencias a nivel cuantitativo, o la enorme variabilidad en el numero de spots detectados
en los proteomas de tubérculos de patata de diferentes variedades, que cubre un rango desde 514 en la
variedad Fontane hasta 1.520 en la variedad R054 (Tabla 15). Por otra parte, las diferencias en la

distribucién de los spots en todo el rango de pl y PM del gel son claramente visibles. La Figura 34 muestra
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dos ejemplos de perfiles proteicos de patata muy distantes entre si; donde se pueden apreciar las
diferencias en los patrones de distribucidon y acumulacién de los spots. Los proteomas de grano de maiz
obtenidos estaban constituidos por alrededor de 1.400 spots, y mostraron sistematicamente correlaciones
superiores a R=0,77, lo que permiti6 comparar los proteomas facilmente. Sin embargo, en el estudio de la
protedmica de patata se trabajé solamente con 209 spots para el andlisis comparativo que fueron bien
resueltos en todos los replicados (ver spots marcados en rojo en la Figura 34). El nimero de analitos para
la comparacién en el caso de la protedmica de patata representd un 15% de los disponibles en maiz. El
grupo de Lehesranta y colaboradores (Lehesranta et al. 2005) también observé una enorme variabilidad
cualitativa y cuantitativa en los proteomas bidimensionales de tubérculos de patata. Por este motivo la
comparacién entre los proteomas 2D de tubérculo de patata implicé la seleccion de un numero
relativamente bajo de spots.

Tabla 15. Variedades de patata analizadas por proteémica bidimensional y nimero de spots identificados en los geles
2D. El numero de spots se ha calculado como una media de los cuatro geles.

Variedad  Tipo Numero de spots

(Media * DE)
AO1 A MG 751 £ 12
Des A Near-isogenic 736 + 14
Desiree Comercial 671 + 63
Bintje Comercial 616 £ 29
Biogold Comercial 672 = 11
Fontane Comercial 514 + 38
Innovator  Comercial 585+ 19
Maris Piper Comercial 627 + 16
Sante Comercial 632 + 37
HZ941 Experimental 1490 + 19
V154 Experimental 1500 + 6
R029 Experimental 1494 + 10
R036 Experimental 1493 + 10
R054 Experimental 1520 +7
R386 Experimental 1514 +5

PM [kDa)
PM [kDa)

Figura 34. Geles bidimensionales de tubérculo de patata de las variedades Desiree (izquierda) y Fontane (derecha).
Se indican en rojo, los spots usados para el analisis comparativo.
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En la exploracién de la variabilidad de los perfiles protedmicos de los tubérculos, mostrada en forma de
matriz de correlacion (Figura 35 A) y de dendrograma con cluster jerarquico (Figura 35 B), se observé una
gran similitud entre las variedades Desiree, Des Ay AO1 A, que formaron un cluster independiente. Este
resultado era esperable, ya que estas variedades son muy proximas genéticamente: Des A es isogénica
de la variedad cisgénica AO1 A, y a su vez deriva de Desiree. Las 6 variedades comerciales se agruparon
en dos clusteres independientes, con una correlacion entre -0,5 a -0,3 respecto al cluster de la variedad
cisgénica; y de -0,3 a 0 respecto al grupo de variedades experimentales. Por otra parte, las 6 variedades
experimentales formaron un grupo, con una correlacion entre 0 y 0,5 respecto a Desiree, Des Ay AO1 A.
Las variedades experimentales fueron obtenidas mediante cruzamientos entre variedades comerciales y
variedades salvajes, con el objetivo de incrementar la resistencia a Phytophtora spp. Se pudo intuir que
éstas variedades estuvieron muy relacionadas genéticamente entre si, aunque no se conociera el origen

ni la relacidn génica entre ellas ya que fueron cedidas por el laboratorio de RIKILT de manera confidencial.
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Figura 35. Relacion entre los proteomas de tubérculos de patata. A) Matriz de correlacion de los spots en todas las
variedades de patata, comparadas por parejas. El color azul indica correlaciones negativas y el rojo positivas. B)
Dendrograma y cluster jerarquico de las 15 variedades de patata segun el volumen global de los spots.

El analisis por PCA permitio representar las variedades de patata segun la similitud de los perfiles
protedmicos. La Figura 36 muestra la misma tendencia observada en el andlisis jerarquico: las tres
primeras componentes, que conjuntamente explicaron el 75% de la varianza total, separaron las
variedades de patata en tres grupos: (i) comerciales, (ii) experimentales o (iii) Desirée, Des A y A01 A.
Resulta interesante destacar que la variedad MG AO1 A practicamente colocalizé con la convencional

isogénica Des A.
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Figura 36. PCA de los proteomas de tubérculo de patata de 15 muestras correspondientes a una variedad MG, su
correspondiente convencional isogénica, la variedad parental de la que deriva Des A; mas 6 variedades comerciales
y 6 variedades experimentales, todas consideradas aptas para el consumo. A) Representacion del PC1 respecto a
PC2. B) PC1 respecto a PC3. La variedad MG A01 A se muestra en rojo y las variedades convencionales en azul.

Tabla 16. Identificacion por LC-MS/MS de los spots con volumenes diferenciales en la variedad de patata MG A01 A
y la linea convencional isogénica Des A. Los spots diferenciales de cada comparativa se ordenan segun el FC. Se
indica el codigo de cada spot diferencial (Spot #), la tasa de cambio (FC (fold-change): MG/no MG) del volumen de los
spots comparados; el sentido de la tasa de cambio |: represion en MG; 1: acumulacion en MG), el cédigo de acceso
de la proteina identificada (Accession #); y el nombre, funcién, peso molecular (PM en kDa) y punto isoeléctrico (pl)
de la misma.

Sentido

Spot # log2(FC) FC Accession # Nombre de la proteina Funcién PM (kDa) pl

187 -1.44 ! M1CQP6 Fructose-bisphosphate aldolase Glycolytic enzime 38,42 8,28

914 -1.31 1

1338 -1.27 1 P58518 Aspatrtic protease inhibitor 3 Protease inhibitor 18,57 8,24

522 -1.02 1 M1AWZ7 Glutathione peroxidase Chromatin 18,77 7,08
aseAmhlv nr

889 1.04 1 P58515 Serine protease inhibitor Protease inhibitor 20,10 5,27

837 1.52 1 024388 Cysteine protease inhibitor 3 Protease inhibitor 16,37 8,65

Finalmente, se analizaron en detalle las diferencias de acumulacion de spots entre la variedad cisgénica
A01 Ay la linea comparadora isogénica Des A. Para ello se compararon los volimenes de cada uno de
los spots de los perfiles de la variedad MG AO1 A contra los isogénica Des A mediante un test t de Student
(FC=2; g<0,05). Se detectaron 6 spots diferenciales, que representaron el 2,9% del total de spots
analizados. Todos ellos mostraron acumulacién diferencial menor a 3 veces entre la patata cisgénica A01

y el comparador Des A. Se identificaron estos spots diferenciales mediante LC-MS/MS (Tabla 16).

Los péptidos derivados de la LC-MS/MS se trataron mediante el software Thermo Proteome Discover v
1.4.1.14 (Thermo Scientific), contra la base de datos de plantas de UniProt. Se filtraron los resultados con
identificacion en patata (S. tuberosum) y con mayor puntuacion. Las descripciones, funciones y ontologias
de las proteinas se extrajeron de la base de datos de UniPprot (uniprot.org), KEGG (genome.jp/kegg) y
EnsemblPlants (plants.ensembl.org/index.html). Cuatro de los seis spots identificados presentaron niveles
de acumulaciéon menores en la variedad MG que en la isogénica; mientras que los dos restantes mostraron
niveles superiores en la variedad MG. Los spots con menor acumulacion en A01 A (spots 187, 1338 y 522)

se identificaron como la enzima glucolitca fructosa-bisfosfato aldolasa, un inhibidor de proteasas, y la
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enzima glutation peroxidasa. Los dos spots sobreacumulados en la variedad MG (spots 837 y 889)

correspondieron a dos inhibidores de proteasas.

Para evaluar el efecto de la modificacion genética sobre estas diferencias se comparé el volumen de estos
spots en las 13 variedades analizadas (Figura 37). El volumen de los spots diferenciales en la variedad
MG AO1 A se situd en valores comprendidos en el rango de las 14 variedades no MG analizadas; por lo
que se considera que todos los spots identificados como diferenciales mostraron, en la variedad MG,
niveles de acumulacion dentro del rango de la variabilidad natural de la especie. Los inhibidores de
proteasas son antinutrientes, compuestos organicos relevantes desde un punto de vista de seguridad
alimentaria, ya que interfieren en la absorcidn de otros nutrientes. Es por ello que, en el caso de esta patata
A01 no comercial, seria conveniente la realizacién de andlisis de riesgos adicionales para controlar la

presencia de compuestos perjudiciales.

En conclusidn, la aproximacion de andlisis proteémico 2D ha permitido detectar la mayor acumulacién de
ciertos inhibidores de proteasas, que supondrian un peligro a nivel de seguridad alimentaria, en los
tubérculos cisgénicos. Ello confirma el valor de esta técnica como herramienta en un analisis de
equivalencia substancial de OMG ya que permite una medicion simultanea de varios analitos y la
comparaciéon de varios centenares de componentes sin necesidad de un conocimiento previo de los

compuestos.
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Figura 37. Niveles de expresion relativa de las proteinas diferencialmente acumuladas en la variedad MG A01 A de

patata respecto a la isogénica (iso) y las otras 13 convencionales (comerciales y experimentales).
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2.1 Transcriptomica comparativa en higado de rata
alimentada con maiz MON810

Como ya se ha sefalado en la introduccion de esta tesis doctoral, el estudio de los efectos sobre la salud
provocados por el consumo de alimentos o piensos MG incluye estudios de toxicidad a 90 dias en
roedores. En el proyecto GRACE, se realizaron dos estudios alimentarios a 90 dias y un 1 afo en ratas
basados en los test reglamentados 408 y 452 de la OECD (OECD 1998; OECD 2009b) y las adaptaciones
de la EFSA (EFSA 2011b). Los estudios a 90 dias permiten determinar efectos toxicolégicos debidos a
una exposicion aguda de la dieta MG, mientras que la finalidad de los estudios de 1 afio es determinar el

potencial carcinogénico de la misma debido a una exposicién crénica.

Esta tesis doctoral aporta informacion adicional a los analisis de toxicidad reglamentados, ya que se
estudian los cambios celulares a través de dos aproximaciones de caracterizacion molecular masiva, la
transcriptémica y la protedmica sobre el higado, para determinar posibles efectos nocivos derivados de la
dieta con un contenido del 33% de MG. El higado es el principal érgano de detoxificacion en los mamiferos,
asi como uno de los principales érganos con funcion digestiva. En este capitulo concreto se aborda la
expresion génica mediante dos aproximaciones diferentes. Primero se realizo un andlisis transcriptémico
mediante microarray de rata para tener una visidn holistica de los cambios generales en el transcriptoma
hepatico. Simultdneamente se realizd un analisis de expresion de genes diana seleccionados como

marcadores de dafo celular hepatico, estrés oxidativo y toxicidad hepatica por xenobidticos.

Diseno experimental

Se analizaron los grupos de ratas alimentados con contenidos minimo y maximo de maiz MON810 — segun
las recomendaciones de la OECD y EFSA — de los estudios de alimentacion realizados en el proyecto
GRACE. De esta manera, el grupo control se alimentd con pienso que contenia un 33% de maiz no MG
(near-isogenic) y el grupo tratamiento con un pienso a base de 33% de maiz MON810. Debido a las
diferencias fisiolégicas y metabdlicas que existen entre machos y hembras, éstos se analizaron de manera
independiente en las dos condiciones: ensayo de toxicidad aguda a 90 dias y ensayo de toxicidad crénica
a 1 ano. Para la condicién de 90 dias se llevaron a cabo dos estudios independientes y consecutivos
(Estudios A y B) con diferentes variedades de maiz cultivadas en el afo 2012. Para el Estudio A se

utilizaron variedades de maiz MG y near-isogenic producidas por Monsanto, mientras que para el Estudio

B se utilizd un par de variedades de Pioneer Hi-bred. Cada estudio constdé de cuatro grupos de ensayo

acorde al sexo y tipo de dieta recibida, cada uno con 16 individuos. En el estudio de toxicidad crénica de
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1 afio (Estudio C) se testaron las variedades MG y near-isogenic de Monsanto, cultivadas en el afio 2013,
y el numero de individuos por grupo fue de 20. Las ratas se enjaularon por parejas del mismo sexo y
tratamiento, formando la unidad experimental. El disefio experimental seguido se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Disefio experimental del analisis transcriptémico en higado de rata en los ensayos de toxicidad aguda (90
dias) y crénica (1 afho).

Ensayo de toxicidad Estudio Sexo Dieta (33% maiz)
Hembras (n = 16) Machos (n =16)
Estudio A (Monsanto) 92 66_90d dd 66_90d :\;/lontrol
90 dias 99 67mg_90d dd 67mg_90d Gt |
Estudio B (Pioneer) 99 16_90d dg 16_90d contro
Q9 48mg_90d d'd 48mg_90d MG
1 afio Estudio C (Monsanto) 9966 1a do 66_1a control
Q9 67mg_1a dd 67mg_1a MG

i Expresion génica mediante microarray

Para el analisis transcriptomico se usaron los microarray comerciales GeneChip Rat Genome 230 2.0 de
Affymetrix. Estos chips contienen aproximadamente 31.000 sondas, que cubren el transcriptoma de rata
con 28.000 genes de rata. Para cada grupo experimental (sexo, dosis y dieta recibida) se hibridaron los
chips por triplicado. Asi, en el ensayo de 90 dias, formado por ocho grupos (cuatro de machos y cuatro de
hembras), se hibridaron un total de 24 chips. En el ensayo de 1 afo, formado por cuatro grupos (dos
machos y dos hembras), se realizaron 12 chips. Los resultados de los microarray se analizaron mediante
los programas de Affymetrix Expression Console Software v 1.4.1, Transcriptome Analysis Console v 3.0

y con el paquete de R affyAnalysisQC v 1.0.0.

Variabilidad de los perfiles transcriptomicos de higados de ratas

El paso previo a cualquier analisis génico diferencial es comprobar la calidad de los resultados obtenidos
en la plataforma de microarray de Affymetrix. Para determinar la calidad de las muestras de mRNA y de
las hibridaciones se usaron los parametros definidos por defecto por el programa de Affymetrix Expression
Console Software. Los archivos.cel (datos brutos), generados por el escaneado de los chips, se
normalizaron y resumieron por el método RMA (Robust Multi-Array Average) que transforma los valores
de intensidad en el log2 (Irizarry et al. 2003). El test de calidad incluye obtener los parametros — brutos y
normalizados — de la hibridacion de todos los genes controles, distribucion de los valores de intensidad de
las muestras y valores de intensidad de las sondas. En el Anexo V se muestran los resultados del test de

calidad.

Los datos normalizados se representaron en una matriz de correlacion, un dendrograma y un analisis de
componentes principales (PCA) para comparar todos los replicados y grupos de cada ensayo. Estos
métodos informan sobre la similitud entre los replicados de un grupo y de los distintos grupos y, ademas,
permiten la identificacion de cualquier grupo y/o réplica experimental que presente una desviacion atipica.
Concretamente, en el ensayo de 90 dias, el replicado M 48mg_90d B (correspondiente al segundo

replicado de los machos del estudio B alimentados con pienso MG) presentd valores de las intensidades
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residuales, porcentaje de sondas presentes y factores de magnitud aplicados fuera de los limites éptimos

y se elimind de los andlisis subsiguientes (no se muestran los datos).

Se explord la relacion de cada replicado de un mismo ensayo y sexo construyendo una matriz en funcién
del método de correlacion de Pearson y posterior jerarquizacion de las muestras por el método Ward. En
el ensayo de 90 dias, incluyendo los dos sexos, se vieron valores de correlacion del 92%; y en el ensayo
de 1 ano fueron mayores al 97% (ver Anexo V). Las correlaciones entre hembras y machos de los estudios
A y B de toxicidad aguda y crénica mostraron también correlacionas muy altas (>94% y >99%
respectivamente) entre todos los replicados indicando que las hibridaciones fueron muy similares y que
los perfiles de expresién génica de todos los grupos estuvieron muy conservados (no se muestran los

datos).

El dendrograma realizado sobre las correlaciones del ensayo de 90 dias, mostré que los grupos de
animales se separaron segun el estudio (A o B) y en cualquier caso los grupos alimentados con pienso
MG se situaron junto al respectivo grupo control; aunque se vio que las hembras y machos del estudio B
(22 48mg_90d), formaron un cluster independiente a los otros tres grupos (Figura 38). En el ensayo de 1

ano, los replicados de los dos estudios se agruparon en los mismos clusteres (Figura 39).

Finalmente, se realizé un PCA para visualizar la relacién general de todos los grupos de ratas con sus
triplicados, y para explorar la influencia del factor dieta en los perfiles transcriptémicos de los higados de
las mismas. En el PCA de la Figura 40, el cual incluye todos los grupos de los tres estudios (machos y
hembras de los estudios A, B y C), podemos apreciar que los transcriptomas de higados de rata de los
ensayos de toxicidad aguda se separaron significativamente de los del ensayo de toxicidad crénica, en la
primera componente (PC1, 50% de la variabilidad total). Estos estudios tuvieron diferente duracion y por
consiguiente, los animales tenian edades diferentes en el momento del sacrificio. Por tanto, los cambios
observados en el PCA pudieron deberse a las alteraciones de la fisiologia hepatica de animales de edades
diferentes. La componente PC2, que explicd una proporcion menor de variabilidad (17%) separo6 el estudio
A respecto al B del ensayo de toxicidad aguda. Ademas, se aprecido que los grupos del estudio B
presentaron una mayor variabilidad entre ellos que los estudios Ay C. Estos resultados indicaron, ademas,
que los animales alimentados con pienso MG, no presentaron diferencias en los perfiles de expresion
génica hepatica suficientes para formar un grupo especifico en el PCA en el contexto de toda la variabilidad

incluida en los tres estudios realizados.

Tal y como especifican los protocolos de la OECD y la EFSA se analizaron los perfiles transcriptémicos de
hembras y machos de manera independiente ya que la fisiologia hepatica es distinta en ambos sexos y
los efectos toxicoldgicos pueden variar en funcion del sexo (Monica Gandhi et al. 2004; Singh et al. 2005;
Waxman y Holloway 2009). Sin embargo, se pudo apreciar en los resultados de los microarray que los

transcriptomas de ambos sexos estuvieron muy conservados (Anexo V).
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Se representaron las dos componentes principales de los estudios A y B del ensayo de 90 dias (Figura
41), que explicaron casi el 60% de la variabilidad total observada. En los dos sexos, la componente 1 (PC1,
eje X) que corresponde a un 45,83% de la variabilidad en hembras y un 38,67% en machos, separé los
animales segun el estudio. La segunda componente (PC2, eje Y) separo las ratas segun la dieta MG o
control; con variabilidades del 14,02% en hembras y 12,64% en machos. Estos datos mostraron que el
factor estudio (estudio A o B) contribuyd de manera importante a las diferencias de los perfiles de expresién
observadas entre machos y hembras en los estudios de toxicidad aguda (39% - 46% de la variabilidad
total). El factor dieta seria la segunda fuente de variabilidad en los perfiles transcriptémicos (13% - 14%).
Las diferencias entre los dos estudios podrian deberse a pequefas diferencias en la composicion de las
dietas; o simplemente reflejar la variabilidad esperable entre dos ensayos distintos, realizados en teoria en

las mismas condiciones y con un ligero decalaje en el tiempo.
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Figura 41. PCA de A) hembras (H) y B)
machos (M) del estudio de toxicidad de
90 dias. Los triplicados de cada grupo se
representan por A, By C.
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a) Analisis por microarray en el ensayo de toxicidad aguda de 90 dias

El andlisis de expresién diferencial de los transcriptomas de higado de rata se realizé con el programa
Transcriptome Analysis Software v 3.0 de Affymetrix. Primeramente, se exploraron las diferencias de
expresion génica entre todas las parejas posibles de los grupos analizados, incluyendo los dos estudios
de 90 dias y los dos sexos. Para esto se realizé un andlisis transcriptémico diferencial entre cada grupo
mediante un andlisis de la varianza (ANOVA), para calcular el test estadistico F de Bayes y su
correspondiente valor p (Smyth 2004). Considerando criterios de significancia de p<0,05 y tasa de cambio
(fold-change o FC) 22, el numero de genes diferencialmente expresados (GDE) varié entre 171 y 5.247
(Figura 42).

Los grupos que presentaron menores diferencias fueron los de ratas alimentadas con maiz MG
comparadas con las ratas alimentadas con el respectivo maiz control y del mismo sexo: 171 GDE en
hembras del estudio A; 185 y 649 en machos de los estudios A y B respectivamente. Estas diferencias no
representaron mas del 2,1% de genes totales analizados. El grupo de hembras alimentadas con maiz MG
del estudio B (?? 48mg_90d) fue el grupo que presenté mayores diferencias (1.561 GDE, mas del 5% del
total) cuando se compard con su correspondiente grupo control (22 16_90d.) Esto concuerda con el
dendrograma de la Figura 38 A, donde se vio que este grupo formd un cluster separado del resto de
grupos. En el grupo de machos, los nimeros de GDE entre dietas en los estudios A y B fueron mas
conservados. Por el contrario, los grupos de estudios diferentes presentaron mas del 14,7% de diferencias,
resultado similar a los obtenidos en la comparacion de perfiles de expresién generales (Figura 41). Los

grupos de distinto sexo presentaron diferencias de hasta el 17% del total.

Genes diferenciales

% 66_90d 17 1+ 1500 il
w= 48mg_90d 2196 4548

# 16_90d 465 845 1561
== 67mg_90d 345 1175 2823 815

== 66_90d 899 1761 2565 1208 185
== 48mg_o0d 4184 5247 483 2173 2708 3538

== 16_90d 1804 2576 1280 801 577 621 840

ad ad oo

67myg_90d &6 _90d  48mg %0d 16 90d  67mg 90d &6 90d  43mg 90d

Figura 42. Numero de sondas diferenciales entre cada uno de los grupos de ratas del
ensayo de 90 dias. Las casillas enmarcadas representan las diferencias entre los grupos
alimentados con maiz MG y control del mismo estudio y mismo sexo.
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Tabla 18. GDE en higado de rata de los grupos de machos y hembras de los estudios A y B. [1: sobreexpresados en
los grupos alimentados con dieta MG y |: reprimidos en los grupos alimentados con dieta MG].

Genes diferenciales (q<0,05; FC22)
Estudio A Estudio B

Hembras 164 (194; 1 70) 1.401 (1454; 1 947)
Machos 21 (113;18) 354 (1105; | 249)

Seguidamente se analizaron en detalle los GDE entre grupos dieta control versus dieta MG del mismo
sexo. Para ello se aplico la correccion del p valor para comparaciones multiples usando el FDR (False
Discovery Rate, q valor) en los grupos alimentados con pienso MG y sus respectivos grupos controles
(casillas enmarcadas en la Figura 42). Para determinar la significancia estadistica se seleccionaron los
transcritos en base al valor g<0,05 y FC=2. Con estos criterios, el nimero de sondas alteradas en los
higados de animales del ensayo de toxicidad aguda varié entre 21 y 1.401 (Tabla 18). Estos valores
representaron entre el 0,07% y el 4,5% del total de sondas analizadas en el microarray. Las hembras que
recibieron la dieta MG del estudio A presentaron 164 GDE (70 reprimidos y 94 sobreexpresados) y en las
del estudio B se detectaron 1.401 (947 reprimidos y 454 sobreexpresados). Por el contrario, se obtuvieron
21 GDE (8 reprimidos y 13 sobreexpresados) en machos del estudio A y 354 en machos del estudio B
(249 reprimidos y 105 sobreexpresados). Los genes diferenciales de cada grupo se recogen en el Anexo
VI. Se encontraron un total de 80 GDE en los grupos de hembras de los dos estudios, y 11 en machos
(Figura 43). Estos numeros de genes diferenciales son habituales en estudios de expresion génica de
higado de rata mediante microarray que indican toxicidad y carcinogénesis (Zou et al., 2010; Ditewig et al.,
2014; de Abrew et al., 2015). Por este motivo, se consideré muy importante explorar la relevancia bioldgica

de estos cambios.

A @? Estudio A 9? Estudio B B odEstudio A &g Estudio B

1321 10 343

Figura 43. Diagrama de Venn de los GDE en los higados de rata de hembras (A); machos
(B) y ambos (C) del ensayo de toxicidad a 90 dias. [1: sobreexpresados en los grupos
alimentados con dieta MG y |: reprimidos en los grupos alimentados con dieta MG].
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Categorias funcionales de los GDE en los higados de ratas del ensayo
de toxicidad aguda de 90 dias.

Los genes diferencialmente expresados se analizaron a nivel funcional para determinar si la dieta a base
de maiz MG estaba afectando rutas celulares y concretamente, si podia estar afectando alguna ruta
relacionada con dafio celular hepatico. Primero se realiz6 una clasificacion funcional de los GDE en base
a los procesos biologicos. Esto se realizd en el Geneontology Panther Classification System
(www.pantherdb.org) usando las anotaciones aportadas por Affymetrix. Las categorias mas representadas
fueron procesos metabdlicos, aunque también se aprecid representaciéon significativa de procesos
apoptéticos y del sistema inmune en los dos grupos de hembras y en el de machos del estudio B Figura
44 y 45. Adicionalmente se realizd un andlisis de las rutas celulares sobrerrepresentadas
significativamente (q<0,05) mediante el programa KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

(www.genome.jp/kegg, Kanehisa y Goto, 2000).
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Figura 44. Categorias funcionales de los transcritos diferenciales en las hembras 5
alimentadas con dieta MG en el ensayo de toxicidad de 90 dias. Se representa un 6
grafico de sectores de las (A) hembras del estudio A y (B) del estudio B.
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Figura 45. Categorias funcionales de los transcritos diferenciales en los machos alimentados

con dieta MG en el ensayo de toxicidad de 90 dias. Se representa un grafico de sectores de

los (A) machos del estudio A y (B) del estudio B.
En las hembras del estudio A se identificaron 8 rutas funcionales sobrerrepresentadas que incluyeron ritmo
circadiano, metabolismo de xenobidticos por el citocromo P450 y secrecién biliar (Tabla 19). Las hembras
del estudio B presentaron el mayor nimero de GDE (1.401) lo cual se reflejé en el nimero de rutas KEGG
sobrerrepresentadas. Muchas de las rutas significativas (q<0,05) estuvieron relacionadas con el
metabolismo de aminodcidos y proteinas, y también con algunas enfermedades. En la Tabla 20 se
representan los 30 procesos mas significativos. Por otra parte, los machos del estudio A no presentaron
ningun proceso bioldgico ni ruta celular sobrerrepresentados, ya que sélo presentaron 21 GDE. Las rutas
significativas de los transcriptomas de higado de ratas de los machos del estudio B (Tabla 21) incluyeron
7 rutas relacionadas con el metabolismo de lipidos, el ritmo circadiano y el metabolismo de xenobidticos
por el citocromo P450. Las rutas comunes en los dos grupos de hembras fueron: ritmo circadiano,
metabolismo de xenobidticos por el citocromo P450, secrecion biliar; metabolismo de prolina y arginina
(biosintesis de aminoacidos) y carcinogénesis quimica. La ruta de carcinogénesis quimica implico los
mismos genes que el metabolismo de xenobidticos. No se pudieron determinar rutas comunes en los
machos ya que en el grupo del estudio A no se obtuvieron rutas diferenciales. En los tres grupos, incluidas
los dos grupos de hembras y machos del estudio B, se obtuvieron cuatro GDE (Figura 43) y, sin embargo,

las rutas celulares comunes fueron ritmo circadiano, metabolismo de xenobidticos y secrecion biliar.
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Tabla 19. Analisis de las rutas metabdlicas sobrerrepresentadas en las hembras del Estudio A alimentadas con dieta

MG.
Id. Ruta Descripcion de la ruta N genes q valor
4710 Circadian rhythm 6 0,00000
980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 5 0,00103
4976 Bile secretion 5 0,00207
1100 Metabolic pathways 17 0,00353
330 Arginine and proline metabolism 4 0,00880
982 Drug metabolism - cytochrome P450 4 0,00880
1230 Biosynthesis of amino acids 4 0,01750
5204 Chemical carcinogenesis 4 0,01750
4975 Fat digestion and absorption 3 0,02940

Tabla 20. Analisis de las rutas metabdlicas sobrerrepresentadas en las hembras del Estudio B alimentadas con dieta
MG. Se muestran las 30 rutas mas significativas (segun el q valor).

Id. Ruta Descripcion de la ruta N2 genes q valor

1100 Metabolic pathways 165 0,000000
4610 Complement and coagulation cascades 23 0,000000
3050 Proteasome 15 0,000000
5012 Parkinson s disease 26 0,000000
190 Oxidative phosphorylation 25 0,000000
4141 Protein processing in endoplasmic reticulum 27 0,000000
5016 Huntington s disease 28 0,000000
4932 Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 25 0,000001
1200 Carbon metabolism 20 0,000001
5010 Alzheimer s disease 26 0,000001
830 Retinol metabolism 15 0,000007
260 Glycine, serine and threonine metabolism 11 0,000011
330 Arginine and proline metabolism 13 0,000019
1230 Biosynthesis of amino acids 15 0,000019
1120 Microbial metabolism in diverse environments 21 0,000099
4146 Peroxisome 14 0,000145
100 Steroid biosynthesis 7 0,000247
4142 Lysosome 17 0,000362
5150 Staphylococcus aureus infection 10 0,000379
980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 11 0,000394
130 Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis 5 0,000466
564 Glycerophospholipid metabolism 14 0,000489
4975 Fat digestion and absorption 9 0,000594
4976 Bile secretion 12 0,000596
5204 Chemical carcinogenesis 12 0,001000
250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism 8 0,001230
5133 Pertussis 11 0,001390
5169 Epstein-Barr virus infection 22 0,001390
270 Cysteine and methionine metabolism 8 0,001670
280 Valine, leucine and isoleucine degradation 9 0,001720

Tabla 21. Andlisis de las rutas metabdlicas sobrerrepresentadas en los machos del Estudio B alimentados con dieta

MG.

Id. Ruta Descripcion de la ruta N genes q valor

1100 Metabolic pathways 37 0,000033
564 Glycerophospholipid metabolism 8 0,001660
4610 Complement and coagulation cascades 7 0,001660
4976 Bile secretion 6 0,014000
4710 Circadian rhythm 4 0,019000
561 Glycerolipid metabolism 5 0,022800
980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 5 0,022800
4141 Protein processing in endoplasmic reticulum 8 0,030800
5169 Epstein-Barr virus infection 9 0,030800
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Con el fin de visualizar la interaccion de todas estas rutas metabdlicas sobrerrepresentadas se construyo
un mapa de interaccion proteina-proteina con el programa String v 10 (Functional Protein Association
Network; www.string-db.org) usando la lista de genes diferenciales de cada sexo. Tanto en machos como
en hembras alimentados con dieta MG se observé un cluster de proteinas que correspondieron al nucleo
molecular del reloj circadiano (en sombreado rojo, Figura 46 y Figura 47); inclusive en los machos
alimentados con dieta MG del estudio B, que no presentaron categorias funcionales sobrerrepresentadas,
aparecieron proteinas del reloj circadiano.
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Figura 46. Mapa de interaccion de las proteinas diferenciales en los dos grupos de hembras que recibieron dieta MG
en el ensayo de 90 dias.
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Figura 47. Mapa de interaccion de las proteinas diferenciales
en los dos grupos de machos que recibieron dieta MG en el
ensayo de 90 dias.

En resumen, el ritmo circadiano parece ser un proceso diferencial conservado en los cuatro grupos de
ratas alimentadas durante 90 dias con un 33% maiz MG. El ritmo circadiano es un proceso biolégico
interno, que permite mantener un ritmo de 24 horas aproximadamente de los procesos celulares para
sincronizarlos con el ambiente exterior. Esta organizacién temporal es bdsica para mantener la
homeostasis, asi como la adaptacidn fisioldgica a las sefiales medioambientales como la luz o la comida.
En los mamiferos, esta organizacion es generada y mantenida de manera enddgena por el reloj bioldgico,
el ndcleo supraquiasmatico, formado por un cluster de unas 20.000 neuronas localizadas en el hipotalamo
(Tahara y Shibata 2016). A nivel molecular, tanto en el cerebro como en los tejidos periféricos, los
productos del reloj son generados por un el bucle de retroalimentacién de transcripcion y traduccion
formado por genes que producen proteinas que oscilan para inducir o reprimir la transcripcion de otros
genes. De manera resumida, los productos proteicos de los genes del nucleo molecular del reloj Clock
(circadian locomotor output cycles kaput) y Arnti1 (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
protein 1) heterodimerizan, se traslocan al nucleo y se unen a los promotores E-box de los genes diana
per1y per2 (period); y cry1y cry2 (cryptochrome) para iniciar su transcripcion. Las proteinas Per y Cry se
dirigen al nucleo, interaccionan con Clock/Armntl1 e inhiben su propia transcripcion. El complejo Per/Cry
finalmente se degrada via la fosforilacién por quinasas de caseina, liberando el Clock/Arntl1 de la
inhibicion. Este proceso dura aproximadamente 24h (Harmer et al. 2001). Se han detectado, en higado de
raton, varios miles de proteinas con sitios de union CLOCK, la mayoria de las cuales exhiben variaciones
dia-noche, sugiriendo una regulacion metabdlica extensiva de las funciones de Clock y otros componentes
del reloj (Yoshitane et al. 2014). Ademas, existen otros bucles de retroalimentacion: la transcripcion de
Arntl1 y Cry1 esta reprimida por Rev-Erba y Rev-Erb que son activados por Rora, By y. Los genes de las

familias rev-erb y ror son regulados positivamente por Clock y Bmal1 (Tahara y Shibata 2016).
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Figura 48. Nucleo molecular del reloj circadiano. Los bucles de retroalimentacion de
transcripcion y traduccion de los genes y proteinas como CLOCK, BMAL1, PER y CRY
forman el nucleo de la maquinaria molecular del reloj circadiano. Una regulacion
postransduccional y post transcripcion ayuda a mantener oscilaciones circadianas
robustas. Para controlar la oscilacion de funciones fisioldgicas, la expresion de muchos
factores de transcripcion muestra una fluctuacidn dia-noche. Estas dianas son los genes
controlados por el reloj: BMAL1 (o ARNTL1), CLOCK, CRY, DBP, PER, PPARs, PPRE,
RORs, SREBPs y miRNAs. [Fuente: (Tahara y Shibata, 2016)].

El gen arntl sali¢ diferencial sobreexpresado en las hembras alimentadas con maiz MG; y en machos,
aunque no fuera diferencial, presentd el mismo comportamiento. Por otro lado, el gen clock, cuyo producto
dimeriza con Arntl, también presenté el mismo patrén, aunque este gen no se detecté como diferencial en
ningun grupo (Tabla 22). El gen cry1 también presenté niveles de expresion significativamente altos en los
grupos MG; sin embargo, los genes per (per2 y per3) fueron inhibidos en los dos grupos de hembras y
machos MG. El resto de genes relacionados con procesos circadianos presentaron niveles de expresion

reprimidos o inducidos en los animales alimentados con pienso MG (Tabla 22).

El comportamiento de los niveles de expresién de estos genes en los grupos MG y control coincidié con la
hora de sacrificio de los animales. Las ratas habian sido sacrificadas siguiendo un patrén manana — tarde
(Tabla 23) para los grupos alimentados con maiz transgénico y el control respectivamente. Por tanto, estas
diferencias metodolégicas se reflejaron en los diferentes patrones de acumulacién de los genes
relacionados con procesos circadianos. Todas las ratas fueron alimentadas por ultima vez la noche anterior
al dia del sacrificio (Zeljenkova et al. 2014). Por tanto, los grupos que se sacrificaron por la tarde (grupos
control) habrian estado mas de 12 horas en ayuno. La ingesta y el ayuno son senales que regulan el reloj
y el metabolismo energético de tejidos como el higado y musculo (Reznick et al. 2013; Tahara y Shibata
2016) y esto se ve perfectamente reflejado en el comportamiento de los genes del reloj (Tabla 22). Ademas,
el rango horario del sacrificio fue mas amplio en las hembras que en los machos. Esto podria explicar las

diferencias obtenidas entre los grupos y por qué en hembras las diferencias detectadas fueron mayores.
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Tabla 22. Valores de expresiéon de los genes diferenciales del reloj circadiano. En rojo se representan los genes
inducidos en los grupos MG y en azul los genes reprimidos.

22 s) 22 s}

Gen 67mg_ 48mg_ 67mg_ 48mg_ 66 9 16 9 66 9 16 9
90d 90d 90d 90d 0d 0d 0d 0od

7.39 6.26 6.82 6.27 579 518 4.93 5.12

arntl (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator-like)

clock (clock circadian regulator) 9.24 8.68 9.36 8.88 416 3.75 3.69 3.89
per2 (period circadian clock 2) 7.52 8.05 6.63 7.67 758 7.78 892 9.04
per3 (period circadian clock 3) 4.15 4.81 4.07 4.90 526 6.76 6.48 7.45
cry1 (cryptochrome circadian clock 1) 9.27 8.11 8.96 8.08 713 6.62 7.81 7.07

bhlhe41 (basic helix-loop-helix family, member
e41)
dbp (D site of albumin promoter (albumin D-
box) binding protein)
nr1d1 (nuclear receptor subfamily 1, group D,
member 1)

nr1d2 (nuclear receptor subfamily 1, group D,
member 2)

ccrn4l (CCRA4 carbon catabolite repression 4-
like (S. cerevisiae))

nr1d2 (nuclear receptor subfamily 1, group D,

4.23 4.34 4.36 410 582 533 531 5.26

5.06 4.55 4.48 446 899 847 874 865

5.42 5.16 5.96 566 895 838 782 8.16

7.15 5.51 7.23 564 398 4.10 5.31 4.91

8.51 6.96 7.56 799 952 891 890 8.58

8.53 7.57 8.77 794 398 4.10 5.31 4.91

member 2)
npas2 (neuronal PAS domain protein 2) 8.23 9.03 8.88 892 6.85 6.80 598 6.09
hnrnpu (heterogeneous nuclear 109 10.7 101 104
ribonucleoprotein U) v o 1 — 1 7 4 7
rasd1 (RAS, dexamethasone-induced 1) 7.66 9.22 6.95 882 6.71 731 577 7.38
ogt (O-linked N-acetylglucosamine (GICNAC) g 46 934 951 916 511 527 494 524
transferase)
inhba (inhibin beta-A) 10.96 10.28 11.02 10.07 7.13 6.92 6.72 7.04

Tabla 23. Horario de sacrificio de las ratas del ensayo de 90 dias.

MG Control
9 dd 9 fogled
Estudio A mafana mafana tarde tarde
Estudio B mahana mahana tarde tarde

Las regulaciones circadianas juegan un papel importante en el metabolismo del higado, ya que el
anabolismo y catabolismo de nutrientes (glucosa, acidos biliares, lipidos o colesterol) o xenobidticos estan
sujetos a un control temporal (Tahara y Shibata 2016). Por este motivo otros procesos celulares como la
secrecion biliar y el metabolismo de xenobidticos por el citocromo P450 saldrian desregulados en los cuatro
grupos alimentados con dieta MG. Los procesos de secrecion biliar estan inhibidos en los grupos de ratas
alimentadas con pienso MG, asi como los procesos relacionados con metabolismo de xenobiéticos por el
citocromo P450. Los &cidos biliares median la absorcion de nutrientes, vitaminas y grasas de la dieta. Se
sintetizan exclusivamente en el higado a partir del colesterol mediante el enzima Cyp7A1 (cholesterol 7a-
hydroxylase). El proceso de sintesis de &cidos biliares esta regulado por la disponibilidad de nutrientes,

receptores nucleares para controlar la homeostasis del colesterol y lipidos (Chiang 1998). El citocromo
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P450 (Cyp) constituye una familia enzimatica capaz de catalizar una biotransformacién oxidativa de
muchos farmacos y xenobidticos lipidicos (Zanger y Schwab 2013). En los animales alimentados con
pienso MG se dio una inhibicion de los genes relacionados con el metabolismo de xenobidticos, aunque el
nucleo de gens Cyp no salieron diferenciales (Anexo VI). Los resultados obtenidos indicaron que los grupos
de animales, machos y hembras, presentaron distintos patrones de expresion de los genes hepaticos del
reloj circadiano y que coincidié con el patrén de la toma de la muestra. Como ya se ha comentado, los
ritmos circadianos son oscilaciones internas de procesos fisioldgicos que siguen una fluctuacién dia-noche
y por consiguiente, muchas rutas metabdlicas siguen un proceso ritmico. Por ejemplo, el metabolismo de
xenobidticos esta influenciado por las fluctuaciones circadianas de los flujos sanguineos y de las
actividades enzimaticas (Tahara y Shibata 2016). Ademas, otras funciones vitales del higado estan
reguladas de manera circadiana como el metabolismo de glucosa, lipidos y acidos biliares; por tanto, una
descompensacion de estos genes podria indicar que existen que existen patologias severas (cirrosis,
hepatitis, cancer) (Ferrell y Chiang 2015). Por tanto, los grupos control de este ensayo de toxicidad no
fueron comparables a los grupos tratamientos. Este hecho, podria explicar por qué en el grupo de hembras
del estudio B (48mg_90d versus 16_90d) se obtuvieron cerca de 1.400 GDE vy relacionados con
enfermedades. Ninguna de las diferencias observadas, pues, se pudo atribuir a los efectos causados por
la ingesta de maiz MON810. Para estudiar en detalle las rutas metabdlicas relacionadas con hepatoxicidad
y dafo celular hepatico, asi como para validar el experimento de microarray, se realizd un analisis de
expresion diferencial dirigida (ver apartado “Expresién génica de marcadores seleccionados” mas

adelante)

b) Analisis por microarray en el ensayo de toxicidad cronica de 1 anho

En el estudio de toxicidad cronica realizado durante un afo, se alimentaron grupos de ratas con una dieta
a base de un 33% de maiz producido por Monsanto y cultivado durante el afio 2013. El esquema seguido
para el andlisis de expresion diferencial fue igual al ensayo de 90 dias (ver Tabla 17), mediante microarray
de Affymetrix, y se utilizaron los mismos programas de andlisis de datos, criterios estadisticos de
normalizacion, tasas de cambio y niveles de significancia estadistica. Primero se obtuvieron los numeros
de genes diferenciales entre todos los grupos testados (Figura 49). En este caso, el rango de GDE
obtenidos varié entre 5 y 431, suponiendo mas de cuatro veces menos que las detectadas en el estudio A
del ensayo de 90 dias (Figura 42). Ademas, los grupos de hembras y machos 67mg_1a presentan solo y
GDE, que supusieron hasta el 0,02% de los genes totales. Igual que en el caso del ensayo de 90 dias, las

diferencias mayores se detectaron entre diferentes sexos (hasta el 1,4%).
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grupo de ratas analizados del ensayo de 1 afio. Las
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entre los grupos alimentados con maiz MG y control
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A continuacion, y para identificar genes diferenciales con relevancia estadistica y bioldgica se corrigieron
los p valores por el método FDR, igual que en los de 90 dias. En el ensayo de un afo, seleccionando
criterios de significancia q<0,05 y FC=2 no se obtuvieron GDE en ninguno de los grupos alimentados con
maiz MG en machos y hembras. Estos resultados indicaron que los transcriptomas de los higados de las
ratas alimentadas con dieta MG durante 1 afio no presentaron diferencias significativas. Esto ya se habia
intuido en la exploracién inicial de la variabilidad (Figura 39 y Figura 40 en el apartado “Variabilidad de los

perfiles transcriptdmicos de higados de ratas”).

Los resultados obtenidos de este ensayo indicarian que, ciertamente, las diferencias observadas en el
ensayo de 90 dias se debieron al patron de muestreo manana-tarde. Las ratas del ensayo de 1 afo
estuvieron expuestas a la dieta MG durante un tiempo largo, considerado crénico, en funcién de las
expectativas de vida de las mismas. Por tanto, se deberia haber manifestado cualquier efecto de dafno

celular hepatico debido a la ingesta de maiz MON810 en este periodo de tiempo.

ii. Expresion génica de marcadores seleccionados

Para estudiar en detalle cualquier efecto provocado por la dieta transgénica sobre los transcriptomas del
higado de rata que no se hubieran podido detectar por el perfil transcriptomico general, se realizé un
analisis de expresion dirigido de genes marcadores de toxicidad hepatica y dafio celular. Se disefié un
panel de 91 genes (88 marcadores mas 3 genes enddgenos) con temperaturas de hibridacion similares
(Tm aproximada =60°C) para establecer un protocolo de RT-gPCR. Este experimento permitié, ademas,
la validacién del experimento de microarray. La expresién cuantitativa se realizé utilizando Fluidigm 48x48
Dynamic Array (Fluidigm, San Francisco, CA). La cuantificacién relativa se realizé en base al método de
la curva estandar con el programa Data Analysis Gene Expression (Ballester et al. 2013). Todas las
reacciones de PCR tuvieron eficiencias cercanas a 1y los coeficientes de regresion, R>0,95. La respuesta
a la toxicidad provocada por algun compuesto externo implica la desregulacion de cierto nimero de genes
y alteracion de rutas metabdlicas. Estas rutas metabdlicas generalmente hacen referencia a metabolismo
de xenobidticos, colestasis, esteatosis y cancer. Ademas, se sabe que todas estas vias estan
especificamente interconectadas. Por este motivo, los 88 genes seleccionados pertenecen a una — o varias

- de estas rutas (Figura 50).
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Figura 50. Rutas metabdlicas principales relacionadas en la respuesta a sustancias toxicas en el higado.

a) Expresion génica dirigida en el ensayo de toxicidad de 90 dias

El sistema de gPCR no se pudo poner a punto para 19 de los 88 genes marcadores analizados en el
ensayo de 90 dias. Los genes sin expresion detectable correspondieron a: genes de metabolismo de
xenobidticos (4), marcadores de colestasis (4), de cancer (9) y de esteatosis (2). Aun con todo, se pudo
evaluar el estado de las rutas ya que todas éstas estuvieron representadas por varios genes con expresion
detectable. Los valores de expresion relativos de los 69 genes restantes se usaron para examinar las
diferencias entre grupos mediante un t test. Considerando los criterios de significancia de p<0,05 y FC>2
se obtuvieron 11 y 13 diferencias en las hembras de los estudios A y B; y, 23 y 16 diferencias en los

machos de los estudios A y B, respectivamente.

Metabolismo de xenobidticos

En los 31 genes analizados de la ruta del metabolismo de xenobidticos se incluyeron genes relacionados
con la apoptosis, el estrés oxidativo y la carcinogénesis quimica. En las hembras del estudio A (29
67mg_90d) se encontraron 7 genes diferencialmente reprimidos (Figura 51). En las hembras del estudio
B, se encontraron 3 genes reprimidos y 3 sobreexpresados. Ninguno de ellos se presentd alterado en el
mismo sentido en los dos grupos de hembras, indicando que la alteracion no podria relacionarse con un
efecto provocado por la dieta MG en las hembras. En el caso de los machos, los del estudio A (¢
67mg_90d) presentaron 9 genes del metabolismo de xenobidticos sobreexpresados y 1 reprimido. En los
del estudio B (o 48mg_90d) en cambio, se obtuvieron 6 genes sobreexpresados y 1 reprimido (Figura
51). En los dos grupos de machos alimentados con dieta MG los genes cyp2b1 y cyp2d4 se detectaron
sobreexpresados significativamente, pero estos cambios no fueron consistentes en las hembras (Tabla
24), lo cual se explica porque estos genes presentan dimorfismo sexual (www.ebi.ac.uk). Estos niveles de
expresion se correspondieron con los del experimento de microarray. Estos dos genes, pertenecen a la
superfamilia Cyp, estan implicados en la cadena trasportadora de electrones dependiente de NADPH en
los microsomas del higado (uniprot.org). Se sabe que se expresan de manera ritmica en raton, con una

mayor acumulacién durante la fase oscura (Tahara y Shibata 2016). En general, los genes relacionados
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con apoptosis y estrés oxidativo presentaron niveles de expresion muy variable y no existié ningun patrén
de acumulacién consistente entre dietas ni sexos (Figura 51 y Tabla 24). Tampoco se vio un patrén de
acumulacion en funcién de la hora de sacrificio (excepto cyp2b1y cyp2d4) porque estos genes no fueron
dianas directas del nucleo molecular del reloj. Por tanto, los animales alimentados con maiz MON810 no

presentaron signos de apoptosis, estrés celular oxidativo ni carcinogénesis quimica en higado.

Metabolismo de xenobidticos
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ggt1
gstm2
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ak4
cyp2d4
cyp2d3
cyp2c6v1
cyp2b3
cyp2at
cypla2
cycs

-3,00 -2,00 -1,00 0,00 1,00 2,00 3,00
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Figura 51. Expresion relativa de los genes marcadores del metabolismo de
xenobidticos en los grupos de ratas alimentadas con pienso MG durante 90 dias.
[b: genes diferenciales comunes en los machos de los estudios A y B].

Metabolismo de acidos biliares

El gen cyp7at, es el gen principal en el metabolismo de colesterol y se expresa de manera ritmica, por
regulacion del factor de transcripcion Rev-erb a (Tahara y Shibata 2016). En todos los grupos de ratas se
vio una inhibicidn de cyp7a1 (Figura 52), aunque en las hembras del estudio B (?? 48mg_90d) no fue una
inhibicién significativa respecto al grupo control. El gen abcb4, que codifica un transportador de farmacos,
oscila en una tasa de cambio de 2 aproximadamente durante 24h (Tahara y Shibata 2016) y se encontrd
sobreexpresado en los cuatro grupos, aunque en las hembras del estudio A no fuera significativo (Tabla
24). El patrén de expresion de estos dos genes coincidio con el del microarray, exhibiendo, por tanto, una
acumulacion circadiana. Como el resto de genes de la ruta no fueron alterados, no existieron signos de
colestasis en las ratas alimentadas con dieta MG y ademas las ratas del ensayo de un afio presentaron el

patrén de acumulacion contrario (Tabla 24).
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Figura 52. Expresion relativa de los genes marcadores de metabolismo de acidos
biliares en los grupos de ratas alimentadas con pienso MG durante 90 dias. [c:
genes diferenciales comunes en las hembras de los estudios A y B, y en los
machos del estudio A; d: genes diferenciales comunes en los machos de los
estudios Ay B, y en las hembras del estudio B].

Hepatocarcinoma

El cancer hepatico es un cancer maligno que puede derivar en cirrosis, y por este motivo, en el andlisis de
esta patologia se han incluido genes transductores de sefales, relacionados con la apoptosis y el sistema
inmune. De los 16 genes que se analizaron todos presentaron valores muy variables en los cuatro grupos
de ratas analizadas y no se vio un patrén de acumulacion relacionado con la dieta, el estudio o el sexo
(Tabla 24). Los genes gpc3, psme3y Idha fueron diferencialmente acumulados en las hembras estudio B
y en los dos grupos de machos (Figura 53) validando la expresion observada en el microarray. El gen gpc3
esta implicado en la regulacién del crecimiento celular, desarrollo, diferenciacion y migracion. La expresion
esta acumulada en tejidos tumorales (Fujiyama et al., 2001). La /dha esta relacionada con estrés oxidativo
y sobreexpresado en tumores (Zou et al. 2010) y el psme3 codifica por la subunidad 3 del complejo
activador de proteasoma y se encuentra sobreexpresado en tumores. No se expresd el gen marcador
tumoral afp, ni los factores de transcripcion tnfa, mdka ni las interleucinas relacionadas con el sistema
inmune. Ademas, las exanimaciones necroscoépicas € histopatologicas de los grupos del ensayo de 90

dias no revelaron ningun tejido tumoral (Zeljenkova et al. 2014).
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Figura 53. Expresion relativa de los genes marcadores de cancer hepatico en los
grupos de ratas alimentadas con pienso MG durante 90 dias. [d: genes diferenciales
comunes en los machos de los estudios Ay B, y en las hembras del estudio B]

Esteatosis

La esteatosis hepatica implica una excesiva acumulacion lipidica intracelular en forma de gotas lipidicas
citosdlicas. Esta puede estar inducida por condiciones como la sobrealimentacion, la diabetes o el
tratamiento por farmacos (Sahini et al. 2014). La esteatosis implica una disfunciéon mitocondrial debido al
metabolismo de acidos grasos alterado. De los 12 genes testados relacionados con la esteatosis,
solamente se vieron 3 genes significativamente sobreexpresados en los machos del estudio A (g¢d
67mg_90d) (Figura 54). Este grupo presenté niveles de triglicéridos y colesterol altos en los analisis
bioquimicos (Zeljenkova et al. 2014) pero no presentd ninguna ruta metabdlica sobrerrepresentada en el
andlisis de microarray (ver “Analisis por microarray en el ensayo de toxicidad aguda de 90 dias” en la p.
118). Ningun otro grupo presenté genes de la ruta alterados (Tabla 24), por tanto, no existié un dano por

esteatosis provocado por la dieta MG.
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Figura 54. Expresion relativa de los genes marcadores de esteatosis en los grupos
de ratas alimentadas con pienso MG.
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Tabla 24. Valores de expresion de los genes diferencialmente expresados en los grupos de ratas alimentadas con
pienso MG respecto al control. Los niveles de expresién significativos se muestran en azul (inhibicién) y en rojo
(acumulacién).

Ensayo 90 dias

Ensayo 1 afio

Gen
29 67mg_90d 9?48mg_90d S 67mg_90d S5 48mg_90d 9?67mg_1a oS5 67mg_1a
cycs -1.89 0,57 -0,35 1,52 4,48 no detectado
cypla2 -1,40 0,44 0,01 0,66 0,70 0,35
cyp2al -1,30 -0,37 -0,48 0,71 5,55 1,06
cyp2b3 -1,92 1,21 0,76 1,18 0,09 -1,67
cyp2c6vl  -2,31 -0,74 -1,54 -0,02 0,25 -0,30
cyp2d3 -1,24 0,57 0,46 0,98 4,04 no detectado
@ cyp2d4 -2,31 -0,73 1,13 1,24 1,25 -0,93
S ak4 -0,79 -2,01 0,98 0,43 -0,36 -0,24
fg cyp2bi 0,07 -2,24 2,12 1,93 -1,07 -0,31
e gstm2 -0,03 -1,64 1,04 -0,11 0,01 2,49
2 ggti -0,19 1,69 -0,19 1,63 1,00 no detectado
g ccl2 -0,06 0,97 1,92 -0,02 -0,12 0,37
2 fas -0,52 -0,34 1,16 -0,39 0,67 -1,75
% gstm1 -0,54 no detectado 1,36 -0,70 -0,13 0,26
ko nfkb1 -0,62 1,13 1,27 0,73 2,97 no detectado
= otc -0,96 0,42 1,39 0,84 0,17 0,60
tnfrsfla -0,08 0,04 1,04 -0,11 2,64 no detectado
cyplat 0,17 0,99 -0,99 -1,07 1,59 -2,85
caspi12 -0,19 0,49 0,38 0,23 -1,30 0,60
casp3 -0,71 0,52 0,92 -0,69 -2,62 -1,86
casp?7 no detectado -1,81 0,82
cyp3at -0,29 -0,21 -0,48 0,56 -0,71 1,87
" abcb1b -1,75 -0,94 -0,95 0,85 2,10 1,82
3 cyp7ai -3,70 -1,85 -2,69 -0,13 3,55 no detectado
:g abcb4 0,58 1,39 1,04 1,68 -0,73 0,37
g & nrih4 -0,49 0,75 1,32 0,83 -0,40 -0,28
g § ephx1 -0,54 0,97 0,38 1,10 0,77 0,37
5 @ mbtpsi -0,11 0,99 0,88 1,17 -0,87 -0,08
ﬁ abcg5 -0,06 0,40 -0,70 0,73 3,59 -2,18
§ scarb1 -1,60 -0,04 0,00 1,09 5,17 1,31
slc10a1 -0,26 -0,77 0,95 0,37 0,15 1,24
hspa4 -1,46 0,46 -1,10 1,51 2,50 no detectado
tp53 -1,15 -0,93 1,42 -0,28 -0,86 -1,98
o gpc3 -0,82 1,97 1,23 2,29 -0,14 -0,88
2 hspata 0,11 1,18 -1,04 2,17 0,08 -0,44
2 iMa -0,24 1,30 0,18 0,49 7,00 no detectado
< Idha -0,42 1,18 1,26 1,33 3,09 no detectado
8 psme3 -0,68 1,30 1,08 1,73 0,15 -0,61
& tgfb1 0,45 0,13 1,19 0,69 -0,30 -0,01
© goti -0,46 0,65 0,54 1,50 0,41 -0,61
pik3ca -1,37 0,65 -0,52 1,62 3,03 -0,61
ctnnb1 -1,70 -0,43 -0,59 0,34 -0,66 -1,85
acox1 0,20 0,56 1,20 0,13 0,63 0,23
2 acsl4 -0,78 0,25 1,18 0,92 4,50 0,42
% atf4 0,08 0,29 1,10 -0,06 1,14 0,14
% acat1 -0,43 0,22 1,00 -0,24 3,58 -1,51
i nrih3 -0,35 0,46 0,87 0,24 1,14 0,59
xbp1 -0,31 0,23 0,95 -0,91 1,14 3,25
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b) Expresidn génica dirigida en el ensayo de toxicidad de 1 afio

En el grupo de ratas del ensayo de 1 afo, se testaron los mismos genes marcadores que en las del ensayo
de 90 dias. De los 88 genes testados, 14 no se expresaron en ningun grupo de animales que
correspondieron a 1 gen del metabolismo de xenobidticos, 4 marcadores de colestasis, 8 de cancery 1 de
esteatosis. Las diferencias de expresién de los 74 genes se testaron mediante un t test. Considerando los
criterios de significancia de p<0,05 y FC=2 se obtuvieron 17 y 12 genes diferenciales en las hembras y

machos, respectivamente.

Metabolismo de xenobidticos

De los 34 genes del metabolismo de xenobidticos testados, en el grupo de hembras 4 fueron inhibidos y 5
sobreacumulados. En los machos, fueron 3 inhibidos y 3 sobreexpresados. Los genes casp3, casp7 y
casp12 se encontraron inhibidos en las hembras 67mg_1a (Figura 55). Estos genes pertenecen a la familia
de caspasas y se acumulan en los procesos celulares apoptéticos. Este resultado podria indicar que las
rutas apoptdticas estarian reprimidas en las ratas que recibieron la dieta MG, respecto a las que recibieron
maiz convencional. Sin embargo, el gen cycs, que codifica el citocromo ¢, se encuentra sobreacumulado
en las mismas hembras que recibieron la dieta MG. Esto resta relevancia bioldgica a este resultado debido
a que altos niveles de cycs pueden responder a estrés mitocondrial, que acabaria liberando el citocromo
al citoplasma, activando las rutas de apoptosis (casp3/7) via caspasa 9. Por otro lado, los genes cyp1a1,
cyp2al, cyp2d3y cyp2d4 fueron inducidos en las hembras que recibieron dieta MG, mostrando un patrén
de expresion tipico de estrés hepatico relacionado con la exposicidn a xenobidticos o con un estrés
oxidativo. Los machos que recibieron la dieta MG, no presentaron estos genes sobreacumulados, ni los
genes del citocromo P450 reprimidos (cyp2b3 y cyp3af) ya que algunos genes del citocromo presentan
una expresioén variable segun el sexo (Figura 55). Estos resultados indicarian una expresion variable de

estos genes entre grupos y muy probablemente no asociada a la alimentacion con la dieta MG.

Metabolismo de xenobidticos
gstm2 I— )
fas b m—
cyp3at m—
cyp2b3 o m—
cyp2d4 — a
cyp2d3 a
cyp2b1 2 B gyg 67mg_1la
cyplat — a 9 67mg_1a
cyp2at —_— a,b
casp12 a -
casp7 a —
casp3 a, b
cycs a
-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00 6,00

Figura 55. Expresion relativa de los genes marcadores de metabolismo de
xenobidticos en los grupos de ratas alimentadas con pienso MG durante 1 afio.
[ a: genes diferenciales en hembras; b: genes diferenciales en machos].
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Metabolismo de acidos biliares

Los genes slci10a1, scarb1, abcg5 y abcb1b, del metabolismo de acidos biliares, presentaron niveles de
expresion altos tanto en machos como hembras alimentados con maiz MG (Figura 56). Sin embargo, se
ha descrito que los genes sic10a1 y abcgb se encuentran inhibidos en los casos de patologias hepaticas
(genevisible.com, www.ebi.ac.uk/gxa). Todos estos genes estan intimamente relacionados con el
metabolismo del colesterol, su absorcion en la dieta y su liberacion via biliar a la sangre, asi como en la
distincion y seleccion del colesterol del resto de esteroles como los derivados de plantas (Jozefczuk et al.
2012; Sahini et al. 2014; Tahara y Shibata 2016). Sin embargo, los datos bioquimicos indicaron que todos
los animales, tanto los alimentados con maiz MG como convencional, presentaron niveles de colesterol

normales (Zeljenkova et al. 2016).

Metabolismo acidos biliares
slc10g1 —h
1 ]
scarb ab B 55 67mg_1a
abegd a 99 67mg_1
m a
abcb1b I a g—
0,00 2,00 4,00 6,00

Figura 56. Expresion relativa de los genes marcadores de metabolismo de acidos
biliares en los grupos de ratas alimentadas con pienso MG durante 1 afo. [a: genes
diferenciales en hembras; b: genes diferenciales en machos].

Hepatocarcinoma

Los genes marcadores de cancer hepatico que salieron diferenciales fueron ctnnb1y tp53 en hembras; y
pik3ca e il1a, en machos. Solamente los genes pik3ca e il1a presentaron niveles de expresion elevados
en el grupo de machos del ensayo de un afio (?? 67mg_1a) (Figura 57). El pik3ca es un gen oncogénico
que se encuentra sobreexpresado en diferentes hepatocarcinomas (www.proteinatlas.org). El gen il1a
codifica por una interleucina como respuesta a una inflamacién aguda y se expresa en algunos procesos
cancerosos (www.proteinatlas.org). La elevada expresion de estos dos genes podria indicar algun tipo de
neoplasia en el higado de los machos. En la necropsia y en los estudios histopatoldgicos se detectaron
lesiones tumorales, sin embargo, estos también se detectaron en los grupos que recibieron la dieta control
(Zeljenkova et al. 2016). De hecho, la expresién de alguno de estos marcadores podria considerase

normal, tratdndose de animales de edad avanzada.

Hepatocarcinoma

ctnnb1 b e—
t053 b e—
P "o 67mg_1a
pik3ca - a
. @? 67mg_1a
ila a

-4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Figura 57. Expresion relativa de los genes marcadores de cancer hepatico en los
grupos de ratas alimentadas con pienso MG durante 1 afio. [a: genes diferenciales en
hembras; b: genes diferenciales en machos].
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Esteatosis

De los 13 genes de esteatosis testados, solamente 4 de ellos fueron significativamente diferenciales. Las
hembras (?? 67mg_1a) presentaron 3 genes (acat1, acsl4 y nr1h3) sobreexpresados que podrian indicar
una disfuncién mitocondrial (Figura 58). El gen nr1h3 es un receptor nuclear llamado receptor X hepatico
encargado de la homeostasis lipidica en el higado, asi como regulador de la glandula tiroidea
(Christoffolete et al. 2010). Sin embargo, se ha visto que se sobreexpresa como respuesta a interleucina
5 en distintos procesos como puede ser el eflujo de colesterol y la prevencion de arteriosclerosis por
colesterol (Chen et al. 2012). Por tanto, podria estar relacionado con los genes sobreacumulados
observados anteriormente en el metabolismo de colesterol y acidos biliares en las mismas hembras que
recibieron dieta MG. Los machos (g 67mg_1a) presentaron el gen xbp1 sobreacumulado, que codifica
por un factor de transcripcién de unién a cajas X. Este gen esta relacionado con estrés en reticulo
endoplasmico en hepatocitos (Sahini et al. 2014). Sin embargo, por si solo no es suficiente para determinar
un efecto negativo de la dieta MG sobre los machos, ya que el resto de genes de la ruta en machos gd

67mg_1a no se vieron alterados.

Esteatosis
xbp1 E——
—

nrih3 a B g5 67mg_1la

acsl4 = a 00 67 ]
mg_1a

acat1 I a 9-

-2,00 0,00 2,00 4,00 6,00

Figura 58. Expresion relativa de los genes marcadores de esteatosis en los grupos

de ratas alimentadas con pienso MG durante 1 afio. [a: genes diferenciales en

hembras; b: genes diferenciales en machos].
En el andlisis de expresion diferencial de las ratas de los ensayos de 90 dias y 1 afio se aprecié que los
resultados entre estos dos ensayos son consistentes por el hecho que la dieta no provocé dafos hepaticos
en los grupos alimentados con dieta MG. Se esperaria que cualquier dafio severo agudo (cancer hepatico,
colestasis) detectado en el estudio de 90 dias, tuviera también signos en un ensayo de 1 afo. En ningin
caso se pudo observar este hecho. Ademas, las diferencias en los estudios A y B fueron grandes, indicando
que las diferencias observadas se debieron a los diferentes estados fisioldgicos de los animales en el
momento del sacrificio debido a una irregularidad horaria. Finalmente, para considerar un efecto relevante
provocado por la dieta MG, cualquier cambio deberia detectarse consistentemente en los dos estudios,
independientemente de la variedad de maiz usada. Aunque si se detectaron genes individuales
significativos en algunos grupos de ratas (tanto en los estudios A, B o C), en ningun caso se vieron rutas
completas desreguladas. Ademas, todos los genes marcadores seleccionados para el andlisis dirigido
estuvieron interconectados pudiendo aparecer en enfermedades como cancer, cirrosis, diabetes,
colestasis o esteatosis. No obstante, la mayoria de ellos no presentaron una regulacién circadiana que
pudiera correlacionar con la hora de sacrificio ni con la ingesta de la dieta MG. Por otra parte, los estudios
a 1 afio, permiten detectar efectos toxicoldgicos que aparecen a largo plazo. Los resultados del analisis de
expresion dirigido mostraron en hembras y machos varios genes alterados y todos ellos de expresién muy
variable. No obstante, los higados de las hembras del estudio de 1 afio no presentaron alteraciones cuando
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se analizaron mediante microarray, ni tampoco presentaron alteraciones en los analisis bioquimicos,
urinarios ni histopatoldgicos (Zeljenkova et al. 2016) indicando que los grupos de ratas alimentadas durante

1 afo con dieta a base del 33% de maiz MON810 no manifestaron ningun efecto toxicoldgico respecto a
las que fueron alimentadas con maiz convencional.
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2.2 Protedmica de higado de rata alimentada con maiz
MON810

El andlisis protedmico bidimensional (2D) permite investigar cambios biolégicos en un proteoma, esto son,
los cambios en los productos proteicos mas abundantes en respuesta a un determinado factor interno o
externo como una enfermedad, un agente toxico o cambios del ambiente. Una de las aplicaciones més
frecuentes de la protedmica 2D en animales ha sido la investigacién de perfiles protedmicos alterados por
un agente toxico. En varios estudios toxicoldgicos (Liu et al. 2016; Ljunggren et al. 2016; Miller et al. 2016)
la proteémica 2D ha permitido identificar proteinas que se acumulan a diferentes niveles. Ademas, existen
herramientas importantes, como bases de datos de mapas bidimensionales de diferentes tejidos en raton
y rata (world-2dpage.expasy.org/swiss-2dpage) para investigar las correlaciones con enfermedades

humanas.

En este ultimo capitulo se realizé la proteémica 2D en higados de rata de los estudios de toxicidad de 90
dias para determinar alteraciones en los perfiles proteémicos en las ratas alimentadas con maiz MON810

respecto a las convencionales con consecuencias sobre la salud animal.

Diseno experimental

Los ensayos de toxicidad realizados en este trabajo se describen en el apartado “Transcriptémica
comparativa en higado de rata alimentada con maiz MON810 en la pagina 113. En la protedmica 2D se
siguié el mismo disefio que en el analisis transcriptomico: se compararon los grupos control con los
tratamientos en los estudios A y B en hembras y machos independientemente. Los grupos analizados y el

disefio experimental se recogen en la Tabla 25.

Tabla 25. Disefio experimental del analisis protedmico en higado de rata en el ensayo de toxicidad aguda a 90 dias.

Ensayo de toxicidad Estudio Sexo Dieta (33% maiz)
Hembras (n=16) Machos (n=16)
Estudio A (Monsanto) 29 66_90d dd 66_90d control
90 dias % 67mg_90d Jd 67mg_90d MG
Estudio B (Pioneer) ?¢ 16_90d dd 16_90d control
99 48mg_90d JdJ 48mg_90d MG
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Se realizaron extracciones proteicas de los higados por triplicado de un pool de los 16 individuos de cada
grupo y se prepararon extractos proteicos totales mediante precipitacion por el protocolo de 2-D Clean Up
Kit (GE Healthcare). Posteriormente se compararon los extractos de todos los grupos en geles SDS-PAGE
de 7 cm con tincion de plata para determinar la calidad de los extractos proteicos, estimar la abundancia y
comprobar el patrén de bandas. No se vio alterada la cantidad de proteinas totales en los higados de los
grupos alimentados con pienso MG respecto al grupo control y el patron de bandas fue muy conservado

entre replicados y grupos, lo que sugirié un buen estado de las proteinas en general.

Una vez comprobada la calidad de los extractos, se cargaron 150 pg de proteina total en geles 2D de 18
x 20 cm, realizando cuatro replicados de cada grupo. Las proteinas totales se analizaron por 2D utilizando
un rango amplio de pH (3 a 11) en la primera dimensién para enfocar correctamente el maximo nimero de
proteinas &cidas y basicas, y aumentar asi el espectro del proteoma hepatico analizable. Una vez finalizada
la electroforesis, se visualizaron los spots por tincion con sales de plata. La Figura 59 muestra un ejemplo
del proteoma resuelto de higado en machos y hembras y se observa una buena resolucion y enfoque de
proteinas en el rango de 11-245 KDa, asi como en el rango de pH de 4-10. Para el analisis de las imagenes
de los geles se utilizé el programa Ludesi (www.ludesi.com), y la estimacion de la abundancia relativa de
las proteinas se determind utilizando el valor del volumen normalizado de los spots. El protocolo ensayado
permitié resolver entre 988 y 1.003 spots, con un promedio de 997 spots por gel. Para el analisis
comparativo se usé todo el gel, donde se enfocaron los spots los cuales estuvieron consistentemente bien
resueltos en todos los geles.
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Figura 59. Proteoma representativo de higado de rata del estudio de alimentacién de 90 dias. Se muestra el perfil de
los spots resueltos en geles de pH 3 -11 y de peso molecular de 11 a 245 kDa (izquierda: perfil proteémico de higado
de macho y derecha: perfil protedmico de higado de hembra).
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Variabilidad general de los perfiles protedmicos de higados de rata

Se exploré inicialmente, la variabilidad entre los cuatro grupos en machos y hembras para estimar la
dispersion entre los dos sexos y se determind que la correlacién entre todos los grupos fue muy alta
(coeficiente de correlacion de Pearson, R>0,82). A continuacion, se visualizd la similitud de los proteomas
de higados de machos y hembras de los dos estudios mediante un analisis de cluster jerarquico. El
dendrograma obtenido (método UPGMA y distancia euclidea) de la Figura 60, muestra los ocho grupos de
animales separados en dos clusteres segun su perfil protedmico de higado. Un cluster estd formado por
los cuatro grupos de machos de los estudios A y B y las hembras que recibieron dieta control del estudio
B (grupo ?% 16_90d). En el otro cluster se agrupan los tres otros grupos de hembras restantes. Asi, los
perfiles proteémicos analizados se separaron principalmente segun el sexo y no por la dieta recibida, ya
que los grupos alimentados con la dieta MG no formaron un clister separado del resto, sino que resultaron

mas similares a los grupos alimentados con la dieta control.
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Figura 60. Representacion mediante un dendrograma de los 8 grupos de ratas de machos y
hembras. Los grupos se clasifican segun los volumenes de los spots normalizados detectados por
protedmica bidimensional de las hembras (H) y machos (M).

Posteriormente, se realizé un analisis de componentes principales (PCA) de los valores de los volimenes
de los spots transformados a su logaritmo natural de los ocho grupos de animales. Este andlisis se uso
para determinar los diferentes factores de variaciéon en el conjunto de datos. Las tres primeras
componentes (PC1, PC2 y PC3) explicaron el 57% de la varianza (Figura 61). En la representacién de las
componentes no se observé una diferenciacion de los grupos por ninguno de los factores analizados (sexo,
estudio, dieta). Es decir, la alimentacion con pienso MG no provocé cambios cuantitativos a nivel global en

los proteomas de los higados de las ratas.
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Dieta
control

PC 2(19,8%)
PC 3 (15,8%)

PC 1(21,1%) PC 1(21,1%)

Figura 61. Anadlisis de componentes principales (PCA) de los volimenes de todos los spots de los proteomas de
higado. A) PC1 respecto a PC2. B) PC1 respecto a PC3. Se representan las hembras (H) y machos (M), de los estudios
A, B 2 alimentados con dieta MG (en rojo) y con dieta control (no MG, en azul).

Para complementar los datos obtenidos en el PCA se realizé un test ANOVA y estimar el efecto de los
factores estudio y dieta sobre los proteomas de higados de las hembras y machos por separado. Como
se observa en la Tabla 26, en el grupo de hembras se identificaron diferencias significativas (p<0,05) para
el factor dieta, indicando que la dieta tuvo un efecto relevante en los proteomas de las hembras
alimentadas con la dieta MG respecto a la dieta control. Ademas, se dio un ligero efecto de interaccion de
los factores dieta y estudio en los dos grupos de hembras y machos (p<0,1), lo que indic6 que el efecto de
la dieta sobre el proteoma en las hembras estuvo en parte modulada por la varianza experimental del
propio estudio.

Tabla 26. Analisis ANOVA del efecto de los factores dieta y estudio sobre los proteomas de higado en machos y
hembras. 11 Analisis realizado sobre los volumenes normalizados de los spots de cuatro grupos de higados de rata
en machos y 12 hembras. Factor dieta (MG o control) y estudio (estudio A o B). [Gl: grados de libertad, valor F:

estadistico de Fisher; 13 Pr(>F), valor p de significancia Cddigos de significancia: 0 *****; 0,001 ****; 0,01 ***; 0,05 **;
0,1*

Hembras

Factor Gl Suma de los cuadrados  Media de los cuadrados  valor F Pr(>F) Significancia
Dieta 1 9,31 9,31 4,71 0,03 **

Estudio 1 3,80 3,80 1,93 0,17

Dieta: Estudio 1 12,48 12,48 2,35 0,07 *

Machos

Factor Gl Suma de los cuadrados  Media de los cuadrados  valor F Pr(>F) Significancia
Dieta 1 1,51 1,51 0,75 0,39

Estudio 1 0,14 0,14 0,07 0,79

Dieta: Estudio 1 12,48 12,48 2,35 0,07 *
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Para analizar en detalle el efecto observado de la dieta sobre las hembras se realizé un test de Tukey HSD
(Honestly-significant difference) con intervalos de confianza del 95%. Este test informd que solo el
proteoma hepatico de las hembras que recibieron dieta MG del estudio A (67mg_90d) presentd diferencias
levemente significativas (p<0,1) respecto al grupo control de hembras del estudio B (16_90d). Por tanto,
se pudo concluir que el efecto significativo observado de la dieta, asi como la interaccién de los efectos
dieta-estudio en hembras se debid en realidad a diferencias entre grupos MG y control de distintos

estudios, y por tanto no fue atribuible a la modificacion genética.

Proteinas diferenciales en higados de rata alimentadas con maiz MON810

Se realizé un test t de Student para encontrar las posibles proteinas diferenciales especificas en cada
grupo de ratas que recibieron dieta MG respecto a las dietas control. Se establecieron unos criterios de
significancia FC=2 y p valor ajustado por FDR, g<0,05 y se obtuvo un solo spot (spot #27)
significativamente sobreacumulado en los higados de hembras alimentadas con maiz MG del estudio A
(67mg_90d). Estos resultados encajaron con los resultados del andlisis por PCA y ANOVA, donde no se
observaron diferencias relevantes entre grupos atribuibles a la alimentacidon con pienso MG. Ademas, la
unica diferencia detectada a nivel de spots correspondié al grupo de hembras donde se detectaron
diferencias significativas en el ANOVA y posterior test Tukey. Posteriormente, se consideraron unos
criterios de significancia menos restrictivos (FC=1,5 y q<0,1) para poder hallar proteinas que
potencialmente pudieran causar algun efecto sobre los proteomas de higados. En este caso, se obtuvieron
5y 4 spots diferenciales en las hembras del estudio A y B respectivamente, que 5 representaron entre el
0,4 y 0,5% de diferencias sobre el total. En los grupos de machos encontramos 0 proteinas diferenciales
en el estudio Ay 47 en el estudio B, que fueron el 4,8% sobre el total. Ninguno de los 7 spots detectados
como diferenciales fue conservado entre los estudios A y B, ni entre los sexos (Figura 62). El listado de

spots diferenciales se muestra en la Tabla 27.

29 Estudio A 99 Estudio B g Estudio A g Estudio B

Figura 62. Diagrama de Venn de los spots diferenciales significativos (FC=1,5 y g<0,1) en los higados de los estudios
Ay B de hembras (??) y machos (7).

En resumen, no se identificaron mediante LC-MS/MS spots diferencialmente acumulados ya que se
comprobd que el efecto dieta no causaba alteraciones en los proteomas de los higados. Las diferencias
observadas tanto cuanti- en como cualitativamente no dependieron de la dieta, estudio o sexo, y, por

tanto, éstas se pudieron atribuir Unicamente a la variabilidad intrinseca de cada animal.
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Tabla 27. Spots diferencialmente acumulados en los proteomas
bidimensionales de higados de rata en los estudios A y B. Se indica
el cédigo de cada spot diferencial (Spot #), la tasa de cambio (FC (fold-
change): dieta MG/control) del volumen de los spots comparados; el
nivel de acumulacion (1(alto) o |(bajo) en la dieta MG) y el valor de

FDR (valor q).

Grupo Spot # log2(FC) Sentido FC q valor
732 -1,15 | dieta MG 0,097
99 67mg 90d 755  -0.85 | dieta MG 0.062
856  -0.68 | dieta MG 0.007
27 1.31 t dieta MG 0.022
172 1,39 1 dieta MG 0.097
1156 1.40 1 dieta MG  0.073
9948mg_90d @07 1.42 1 dieta MG 0.066
943 1,92 1 dieta MG 0.066
784 257 1 dieta MG 0.073
590  -2.09 | dieta MG  0.095
212 -1,88 | dieta MG 0,062
289  -1,73 | dieta MG 0,063
692  -1,57 | dieta MG 0,062
310  -1,48 | dieta MG 0,070
739 1,47 | dieta MG 0,095
343  -1,46 | dieta MG 0,070
422 -1,45 | dieta MG 0,091
806  -1,42 | dieta MG 0,079
1064 -1,40 | dieta MG 0,095
846  -1,30 | dieta MG 0,082
597  -1,28 | dieta MG 0,070
644  -1,26 | dieta MG 0,063
111 -1,25 | dieta MG 0,095
106 -1,20 | dieta MG 0,063
1187 -1,18 | dieta MG 0,096
754 1,16 | dieta MG 0,062
411 -1,14 | dieta MG 0,063
384  -1,10 | dieta MG 0,095
588  -0,99 | dieta MG 0,071
736  -0,97 | dieta MG 0,063
1152 -0,82 | dieta MG 0,080
83 -0,80 | dieta MG 0,062
9o 48mg90d 125 078 | dietaMG 0,063
148  -0,70 | dieta MG 0,091
114 -0,69 | dieta MG 0,063
3 0,59 1 dieta MG 0,070
34 0,64 1 dieta MG 0,091
74 0,65 1 dieta MG 0,063
7 0,70 1 dieta MG 0,070
240 0,71 1 dieta MG 0,063
495 0,72 1 dieta MG 0,078
824 0,81 1 dieta MG 0,080
98 0,83 1 dieta MG 0,080
76 0,87 1 dieta MG 0,095
43 0,88 1 dieta MG 0,091
62 0,93 1 dieta MG 0,063
237 0,97 1 dieta MG 0,091
56 1,01 1 dieta MG 0,073
61 1,05 1 dieta MG 0,073
14 1,07 1 dieta MG 0,080
755 1,13 1 dieta MG 0,070
535 1,14 1 dieta MG 0,063
19 1,24 1 dieta MG 0,091
693 1,63 1 dieta MG 0,095
668 1,70 1 dieta MG 0,087
961 1,95 1 dieta MG 0,063
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DISCUSION

La agricultura esta ligada a la plasticidad del genoma vegetal que permite explotar las variaciones
genéticas para obtener plantas mejoradas con caracteristicas de interés. La transgénesis, y las nuevas
tecnologias de mejora de plantas, explotan la posibilidad de introducir nuevas fuentes de variabilidad
genética de manera que no ocurre naturalmente. La importancia e impacto de las plantas transgénicas se
pueden ver ilustrados por su rapida incorporacion al mercado, su creciente tasa de uso y las cada vez mas
amplias aplicaciones que ofrecen. Los diferentes paises han desarrollado una serie de protocolos para
autorizar la comercializacidon y liberacién al medio ambiente de los nuevos eventos transgénicos,

fundamentados en el analisis de riesgos.

En la UE, la seguridad de las plantas modificadas genéticamente (MG) es evaluada cientificamente por la
EFSA que recomienda que “la evaluacion de la seguridad de las plantas MG y los alimentos y piensos
derivados siga una aproximacion comparativa. Esto es, que los alimentos y piensos MG se comparen con
los comparadores no MG para identificar las diferencias intencionadas y las no intencionadas
(inesperadas) las cuales se evaluan por su posible impacto en el ambiente, la salud animal y la humana”
(EFSA 2008). En la primera fase del analisis de la seguridad, se evalua la equivalencia substancial de la
planta MG respecto a una planta convencional con un fondo génico muy préximo y considerada segura
para el consumo. La equivalencia substancial se evalia mediante un analisis molecular, composicional,
fenotipico y agronémico. El andlisis composicional completo cuantifica 50-150 analitos que incluyen los
componentes basicos como proteinas, grasas, azucares, cenizas y minerales, y la cuantificacién de otros
nutrientes, antinutrientes, substancias alergégenas y toxinas naturales. El analisis composicional de estas
substancias concretas viene determinado segun la especie vegetal en los documentos consenso de la
OECD (OECD 2006, www.oecd.org/biotrack). La segunda fase del andlisis de riesgos se centra en la nueva
caracteristica introducida en la planta MG (relacionada, en la mayoria de los OMG autorizados, con
resistencia a insectos, tolerancia a herbicidas o mejora de caracteristicas nutricionales). El analisis de
riesgos contempla asimismo la caracterizacidon del donador del transgén y el proceso de transformacion,
asi como la caracterizacion molecular de la secuencia insertada, el lugar de insercién y las secuencias
flanqueantes del genoma huésped. Esto es particularmente relevante ya que se pueden producir
reorganizaciones genomicas asociadas a la insercion del transgén en regiones ricas de genes que podrian
provocar cambios no intencionados a nivel fisioldgico (Koncz et al. 1992; Latham et al 2006; Miki et al
2009). Actualmente se estan desarrollando nuevas tecnologias de transformacion de plantas mas dirigidas

y que comportarian una modificacion del genoma menos aleatoria (Lusser et al. 2012).

Desde el afo 2013 en la reglamentacién de la UE sobre la autorizacién de plantas transgénicas

(Reglamento Europeo N°® 503/2013), se exige la realizacion de estudios alimentarios in vivo adaptados del
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estudio de toxicidad a 90 dias en roedores descrito en las directrices del ensayo 408 de la OECD (OECD
1998). En este ensayo se definen los parametros para testar el material experimental como las especies
animales, géneros, numero de individuos, numero de dosis, etc. y las metodologias para medir las
respuestas fenotipicas como peso corporal, ingesta, analisis bioquimicos, etc. Estos ensayos se han usado
comunmente, para estudiar el riesgo toxicoldgico de xenobidticos como farmacos, pesticidas o aditivos. La
EFSA ha elaborado una guia para adaptar estos protocolos al estudio de alimentos o piensos MG en
ensayos a 90 dias en ratas (EFSA 2011a). El panel de expertos de OMG de la EFSA recomienda que se
consideren los estudios a 90 dias en roedores en la evaluacién de plantas MG con caracteristicas
metabolicas modificadas enfocadas a combatir estreses medioambientales, como sequia o salinidad, o a
mejorar la alimentacion y la salud humana (EFSA 2008). Sin embargo, los expertos sugieren que, cuando
se ha demostrado la equivalencia substancial de una planta MG respecto a la comparadora no MG a nivel
molecular, composicional, fenotipico y agronémico, los estudios de alimentacién animal no aportan una

informacidn relevante para el analisis de riesgos (EFSA 2008).

Entre la comunidad cientifica se ha admitido que es poco probable que las substancias presentes en bajas
concentraciones y con bajo potencial toxico (como un ingrediente de un alimento) provoquen un cambio
no intencionado observable en los estudios en animales (EFSA 2010; EFSA 2008; Kuiper et al. 2013) lo
cual aplica a las PMG. Esto es debido, primeramente, a que la planta MG solo se puede incluir en el
alimento hasta un cierto limite para asegurar una dieta equilibrada. Por ejemplo, el maiz unicamente puede
representar entorno a un 30-40% de la dieta en ratas (Snell et al. 2012). En otras especies, como arroz o
soja, la planta MG se ha incluido hasta un 50% (Snell et al. 2012). Ello implica que la concentracion de la
proteina transgénica en la dieta puede ser muy baja en comparacion con los niveles de las substancias
puras ensayadas en estudios toxicoldgicos. En consecuencia, resulta muy improbable observar una
respuesta toxicoldgica ligada a la dosis del OMG. Segundo, en la mayoria de OMG evaluados hasta el
momento, los estudios composicionales realizados han demostrado que la planta MG es substancialmente
equivalente a la respectiva convencional comparadora. De esta manera los estudios de toxicidad se

realizan sin una hipétesis concreta a testar ni los controles positivos adecuados.

Las evidencias cientificas (EFSA 2008; Kuiper et al. 2013) han concluido que los estudios de alimentacion
con piensos enteros son innecesarios para evaluar las plantas MG que han demostrado ser
sustancialmente equivalentes a sus comparadores convencionales en los analisis moleculares,
composicionales, fenotipicos y agronémicos. Aun asi, la normativa europea especifica el requerimiento de
estos estudios en los procesos de aprobacion de las plantas MG. Por este motivo surgen consideraciones
éticas en relacion al uso de animales de experimentacion en este contexto; y es relevante la investigacion
con el objetivo de mejorar, reducir vy, si es posible, substituir el uso de animales en la evaluacion de plantas
MG. En varios documentos cientificos (Kok y Kuiper 2003; Cellini et al. 2004; EFSA 2012b; Kuiper et al
2013; Ricroch 2013) se ha destacado que un analisis molecular integral y mejorado de la planta MG podria
resultar mucho mas informativo para detectar cambios fisiol6gicos no intencionados en la planta MG y que

puedan provocar efectos adversos para la salud.

Esta tesis doctoral se ha desarrollado en el marco del proyecto GRACE, que plantea una revision del
proceso de autorizacidon de las plantas MG en la UE. Se ha tomado como modelo de estudio el maiz

MONS810 que es el unico transgénico que actualmente se cultiva en la UE con fines comerciales
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(ec.europa.eu/food/plant/gmo). Este maiz es resistente a insectos lepiddpteros, concretamente a las
especies que provocan la plaga del taladro del maiz, y es uno de los eventos MG mas extensamente
cultivados en todo el mundo (www.isaaa.org/gmapprovaldatabase). Por dichas razones este maiz es uno
de los OMG mas estudiados a nivel cientifico lo cual se refleja en los numerosos trabajos sobre la
caracterizacion molecular del transgén (Holck et al. 2002; Hernandez et al. 2003; La Paz et al. 2010; La
Paz et al. 2010), la seguridad alimentaria (Hammond et al. 2006; Barros et al. 2010; Coll et al. 2010; Coll
et al. 2011; La Paz et al. 2014) y el impacto medioambiental (ILSI Research Foundation 2011; Koch et al.
2015). Ademas, se ha utilizado también como modelo en los estudios de coexistencia de cultivos MG y
convencionales en algunas zonas de Europa (Messeguer et al. 2006; Palaudelmas 2009; Palaudelmas et
al. 2012; Melé et al. 2015).

Como ya hemos sefialado, este maiz ha sido analizado en varios articulos cientificos a nivel de seguridad
alimentaria mediante estudios a 90 dias, sin embargo, nunca antes se han realizado estudios a largo plazo.
Para una revision de todos los estudios, ver los documentos generados por el proyecto GRACE

(www.grace-fp7.eu y www.cadima.info). Remarcablemente, en el proyecto GRACE, por primera vez, se

han analizado exactamente las mismas variedades de maiz mediante los ensayos establecidos en la
normativa europea y mediante una serie de ensayos alternativos y complementarios como andlisis 6micos
y estudios de alimentacién a 1 afo, para comparar ambas aproximaciones. El objetivo de este trabajo, es
emitir una propuesta mejorada del protocolo para la evaluacion de plantas MG y con una base
estrictamente cientifica. Las reflexiones y propuestas de GRACE seran consideradas por la Comision
Europea en su reconsideracion de la obligatoriedad, para todas las evaluaciones de plantas MG, de

estudios con animales (Reglamento Europeo N°503/2013).

El material vegetal con el que se ha trabajado se considera singular y muy completo. Se han testado dos
variedades de maiz del evento MON810, obtenidas y comercializadas por dos empresas de semillas
diferentes lo cual ha permitido estudiar la influencia del fondo genético sobre la expresion del transgén.
Las lineas near-isogenic de cada una de las variedades se han usado como comparadores no MG, ya que
son las variedades comerciales mas proximas genéticamente a la planta MG. Para representar la
diversidad de la especie se han incluido hasta ocho variedades convencionales ampliamente
comercializadas con genotipos y caracteristicas agrondémicas diferentes. Finalmente, se han analizado las
cosechas de estas variedades en dos anos consecutivos (2012 y 2013) para testar la contribucién de los
factores ambientales sobre la expresion del transgén. Las condiciones meteoroldgicas en estos dos afos
fueron particularmente dispares, destacando las fuertes tempestades locales en la época de floracion del
segundo afio. El disefio experimental de este trabajo, por tanto, ha incluido muchas variedades de maiz (y
dos condiciones ambientales) en comparacion a otros analisis comparativos previamente realizados para
explorar la seguridad de las plantas MG considerando varios factores y realizar un analisis lo mas completo

posible.

Todas las variedades se han cultivado en la misma region donde es habitual el cultivo de maiz y
particularmente el maiz MON810: en los dos afos del estudio el maiz MON810 represento el 70% del total
de maiz cultivado (agricultura.gencat.cat). Se siguieron las practicas de cultivo habituales en la region,
procurando el mejor rendimiento para cada una de las variedades. Los parametros morfoldgicos y

fenoldgicos fueron los estandares en cuanto a tiempos de floracién y madurez fisiologica, asi como otros
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parametros agrondmicos monitorizados (se obtuvieron rendimientos en torno a 13.000 kg/ha). No se
observaron infecciones viricas, y en los cultivos del 2013 se vio una ligera infeccion fungica por Fusarium
spp. en las variedades convencionales 66_13 y AL_13 (2,5% y 1,3% respectivamente). Las variedades
convencionales sufrieron ataques de taladro muy reducidos (<0,4% en todas las variedades excepto en la
variedad SYNEPAL cultivada en el 2013 que present6 un 3,3%) (Zeljenkova et al. 2014; Zeljenkova et al.
2016). Por tanto, el maiz se ha cultivado bajo condiciones muy homogéneas lo cual permite reducir las

variaciones experimentales en todo el ensayo.

Como se indica en el Reglamento Europeo N? 503/2013, en el analisis de riesgos del maiz MG MON810
se evallan los efectos intencionados mediante una caracterizacion molecular del producto del transgén
que en este caso se trata de una version truncada de la proteina Cry1A(b). A tal fin puede producirse
sintéticamente la proteina y evaluarla mediante estudios de toxicidad siguiendo los protocolos disefiados
para testar substancias puras (OECD 1998). De forma complementaria a los protocolos reglamentados,
diferentes grupos de investigacion han publicado estudios complementarios que demuestran la nula
alergenicidad de la proteina Cry1A(b) recombinante (Adel-Patient et al. 2011). Los dosieres oficiales de la
aprobacion del MON810 son documentos publicos y demuestran la equivalencia substancial del maiz para
la autorizacién del mismo en la UE (Monsanto 2007; EFSA 2009; Comision Europea 2016). Tal y como se
exige en el mencionado documento de autorizacién de cultivos MG (Reglamento N°503/2013),
posteriormente, se estudian los efectos no intencionados mediante el principio de equivalencia substancial
entre la planta MG y el comparador convencional para contrastar los niveles de compuestos como micro,
macro y antinutrientes, toxinas naturales y contaminantes quimicos. Paralelamente, todas las dietas
elaboradas con diferentes dosis y variedades de maiz destinadas a los ensayos de toxicidad de 90 dias y
1 afio han sido analizadas en el proyecto GRACE. Todas las dietas mostraron niveles muy similares de
todos los analitos (cenizas, carbohidratos, lipidos, proteinas, almidén, fibras, aminoacidos, minerales,
vitaminas, azlcares, antinutrientes y metabolitos secundarios) y no se detectaron microorganismos
patégenos después de la irradiacion de las dietas (Zeljenkova et al. 2014; Zeljenkova et al. 2016). Los
analisis composicionales demostraron que las diferencias entre las dietas que contenian maiz
convencional, near-isogenic, o MON810 fueron biolégicamente irrelevantes excepto por la contaminacion
de fumonisinas en la dieta near-isogenic destinada al estudio de 1 afio. Esta irregularidad no se considero

que pudiera perjudicar la salud de los animales de experimentacién (Zeljenkova et al. 2016).
Omicas sobre el material vegetal

En la presente tesis doctoral nos hemos propuesto evaluar las nuevas tecnologias de analisis molecular
masivo, émicas, para comparar de forma exhaustiva las plantas MG con sus respectivos comparadores
convencionales como alternativa a los estudios animales en el andlisis de riesgos moleculares de los
transgénicos. De esta forma estas tecnologias podrian (i) mejorar los andlisis para evaluar la equivalencia
substancial, o bien (ii) identificar algunos analitos o rutas alteradas en la planta MG. En el primer caso, si
se demostrara que la planta MG es substancialmente equivalente a su near-isogenic, no seria necesario
realizar ensayos de alimentacion en animales. En el segundo caso, si se identificaran rutas alteradas se
dispondria de una hipétesis para testar en los estudios de toxicidad, lo que facilitaria el disefio experimental

de éstos.
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Hemos realizado un analisis comparativo del transcriptoma y proteoma de las variedades de maiz
MONS810, las near-isogenic y las convencionales, para obtener una visidon holistica e integrada de los
mimos e identificar rutas concretas que puedan indicar funciones celulares alteradas en el maiz MG
respecto al convencional. Las variedades convencionales son necesarias en estos estudios para incluir
toda la variabilidad natural de la especie y poder determinar la relevancia bioldgica de los resultados
obtenidos, ya que como como indica la EFSA, existe una clara diferencia entre la significancia estadistica
y la relevancia biolégica (EFSA 2011c). Los analisis 6micos han sido realizados en paralelo en dos
laboratorios dentro del consorcio de GRACE para confirmar la correlacion y robustez de los resultados

obtenidos.

En el analisis transcriptémico mediante la plataforma de secuenciaciéon masiva lllumina HiSeq, los
porcentajes de mapeo fueron altos (mas del 70%) como en otros estudios similares (Hansey et al. 2012;
Bi et al. 2014; Chettoor et al. 2014) a pesar de haber trabajado con la anotacién de la variedad B73
(Schnable et al. 2009), genéticamente muy diferente (www.ensembl.org). Se analizaron mas de 63.000
transcritos de maiz y en los tres pares de variedades MON810 y near-isogenic solamente se detectaron
34, 65 y 132 transcritos estadisticamente diferenciales, suponiendo menos del 0,01% de todos los
transcritos analizados. La variacion transcriptomica entre las variedades convencionales de este mismo
experimento puede llegar a representar casi el 3% del total (mas de 1.700 transcritos diferenciales entre
dos variedades convencionales). Nuestros resultados son consistentes con los observados en otros tejidos
de semilla de maiz mediante técnicas de andlisis transcriptomico comparativo como microarray (Coll et al.
2008) y secuenciacion por 454 (La Paz et al. 2014), aunque estos presentaron una menor profundidad de
andlisis (14.850 transcritos aproximadamente). Ademas, en estos estudios se han obtenido un mayor
numero de genes diferenciales ya que solamente se trabaj6é con dos parejas de variedades MON810 y
near-isogenic. Se ha descrito que el método bioinformatico seguido Cufflinks (Trapnell et al. 2010; Trapnell
et al. 2012) es el mas conservador a la hora de detectar diferencias (Seyednasrollah et al. 2013; Soneson
y Delorenzi 2013; Rahmatallah et al. 2014) en comparacién con otros programes populares como edgeR
(Robinson et al. 2010) y DESeq (Anders y Huber 2010). Paralelamente, un estudio de secuenciacion
masiva de embrion de maiz MON810, analizado con dichos programas, indicéd que existen muy pocas
diferencias transcriptomicas en el maiz MON810 respecto al isogéncio. Es relevante destacar que los
genes diferenciales en las variedades de maiz MON810 no identificaron ninguna ruta metabdlica alterada,

por lo que se suscribe la equivalencia substancial.

En la protedmica 2D se obtuvieron mas de 1.400 spots que representaron las proteinas mas abundantes
cubiertas por el rango de pH ensayado y detectados con tincion de plata. Este numero de detecciones fue
superior en otros estudios donde se compararon semillas de maiz MG con las convencionales (Barros et
al. 2010; Coll et al. 2011; Vidal et al. 2015). De forma similar a los resultados obtenidos en la caracterizacion
por RNA-Seq, las diferencias a nivel de proteinas encontradas entre las variedades transgénicas y las
near-isogenic fueron muy pocas: en una de las parejas no se vieron diferencias significativas
estadisticamente, en las otras tres parejas se vieron 3, 4 y 9 spots diferenciales, que llegaron a representar
el 0,7% del total de proteinas detectadas. En este estudio se han incluido dos variedades de ciclo FAO de
maduracion diferentes lo cual se manifesté en una divergencia a nivel transcriptémico, pero no a nivel

protedmico, lo que demuestra el grado de sensibilidad de la transcriptémica. El experimento de
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transcriptémica tiene una cobertura de todos los genes descritos mientras que la protedmica, debido a la
mayor diversidad de las proteinas, cubre un porcentaje pequefio del total de las proteinas y es dependiente

del protocolo elegido.

En el caso del transcriptoma, sélo se han observado 4 transcritos comunmente desregulados en las
variedades MON810; y ninguno de ellos localizé en el cromosoma 5, donde se insertd el transgén de
cry1A(b): los genes de este cromosoma no se vieron alterados por la insercién y/o expresion del transgén.
De estos 4 transcritos, Unicamente una isoforma se expreso en el mismo sentido en las tres muestras MG
estudiadas, lo cual descarta la relevancia de los 3 restantes. Se trata de una isoforma localizada en una
regidon gendémica donde se ha descrito un transposoén en la variedad anotada. Los transposones pueden
llegar a representar hasta el 80% del genoma del maiz (McClintock 1950; Fedoroff 2012), tienen
interacciones con el genoma y pueden contribuir a la regulacion de la expresion de genes en respuesta a
diferentes condiciones ambientales (Makarevitch et al. 2015). El extremo 5’ a la insercion del transgén
MONS810 en el cromosoma 5, esta flanqueado por una LTR (long terminal repeat) correspondiente a un
retrotransposén del tipo Zeon-1 (La Paz et al. 2010), pero el transposén diferencial comun obtenido no se

encuentra en la misma region.

Los resultados obtenidos de la proteémica del maiz, indican que no se obtuvieron spots diferenciales
conservados en los cuatro pares de variedades MG y near-isogenic. Nuestros resultados corroboran que
existen menores diferencias a nivel protedmico en las variedades MON810 y sus comparadoras que entre
convencionales (Barros et al. 2010; Coll et al. 2011). Las diferencias entre cada par de variedades
corresponden a proteinas relacionadas con la acumulaciéon de nutrientes en la semilla, el estrés y la
defensa, muy abundantes y variables en distintas variedades, a lo largo de la maduracion del grano y en
respuesta a condiciones ambientales. Ninguna de estas proteinas ha sido indicativa de rutas metabdlicas

celulares alteradas en el maiz MON810 respecto a las convencionales.

En el andlisis de las diferencias detectadas entre una variedad MON810 respecto a su comparador near-
isogenic se aplico el siguiente razonamiento: si se detectan diferencias en una pareja de variedades y
éstas no son consistentes en otra pareja obtenida por una empresa de semillas diferente, significa que
estas diferencias no se pueden considerar causadas por la insercion del transgén, sino que dependen
fundamentalmente del fondo genético. De forma similar, si las diferencias no son consistentes en cultivos
realizados en distintas condiciones ambientales se deriva una conclusion similar: las diferencias no son
causadas por la insercion del transgén, sino que dependen de las condiciones ambientales. En los dos
experimentos de comparativa molecular masiva se ha demostrado que el fondo genético y al afio de cultivo
son factores mas importantes para provocar diferencias transcriptomicas y protedmicas en las variedades
transgénicas que la propia modificacién génica. En otros estudios donde se han ensayado otras
condiciones ambientales como diferentes localizaciones o practicas de cultivo, se han obtenido los mismos
resultados indicando que estos son factores que tienen un mayor efecto en los cambios moleculares que

la modificacidon genética en si misma (Barros et al. 2010; Coll et al. 2010).

Como ya hemos mencionado, la secuencia 5’ upstream al promotor 35S del transgén es homéloga al LTR
del zeén — 1 (Hernandez et al. 2003; La Paz et al. 2010) mientras que la region 3’ corresponde a un gen

que codifica por la ubiquitina ligasa HECT E3 (Rosati et al. 2008). En nuestro estudio no hemos identificado
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transcritos ni proteinas diferenciales correspondientes a estos genes. Esto podria ser debido a que estos
genes no se expresan en el embrion maduro como ya se ha indicado en otros estudios (La Paz et al. 2014).
Ademas, ninguno de los transcritos diferenciales comunes en las tres variedades MON810 se localizé en
el cromosoma 5 donde esta insertado el transgén de cry1A(b) y por tanto los genes de este cromosoma

no se han visto alterados por la insercion y/o expresion de la proteina Cry1A(b).

Los resultados obtenidos en los experimentos de transcriptomica y proteémica de maiz MON810 indican
que existen menos variaciones entre las variedades de maiz MG y sus respectivos controles near-isogenic
que entre todo el conjunto de variedades, genotipos y afios de cultivo estudiados. Para valorar el impacto
de las pequefias diferencias observadas entre los pares de variedades MON810 y controles, se cuantifican
las expresiones de las moléculas observadas en todas las variedades estudiadas. En ambos estudios la
mayoria de diferencias observadas estan dentro del rango biolégico normal y no han sido indicativas de
peligro para la salud debido a que las diferencias observadas no son consistentes en las diferentes
muestras de maiz. Por tanto, los resultados de estos dos experimentan demuestran que la semilla de maiz

es sustancialmente equivalente a su homologo convencional no MG.

Es importante, desde un punto de vista de seguridad alimentaria, controlar los niveles de alérgenos o
antinutrientes en los alimentos o piensos. En el presente analisis, no se identificaron moléculas que
pudieran indicar un riesgo de seguridad alimentaria en el maiz MON810 de manera diferencial. Por tanto,
estos resultados no indicaron un riesgo molecular adicional de la semilla de maiz MON810 atribuido a la
modificacidon genética. La relacion entre los transcritos y proteinas diferencialmente expresados no se
asoci6 al DNA insertado en el transgén y no se considerd un riesgo para la salud de los consumidores.
Por tanto, las variedades de maiz testadas demostraron ser tan seguras a nivel molecular como los
hibridos comerciales de maiz tal y como ya se habia apuntado en otros estudios menos completos (Coll
et al. 2008; Coll et al. 2009; Barros et al. 2010; Coll et al. 2010; Coll et al. 2011; Fonseca et al. 2012; La
Paz et al. 2014; Decourcelle et al. 2015; Vidal et al. 2015).

Los analisis composicionales dirigidos sobre las variedades de cultivos transgénicos se centran en detectar
entre 50 y 150 compuestos conocidos, que incluyen sustancias que supongan un riesgo para la seguridad
alimentaria. En este sentido se determinan con detalle los niveles de metales pesados, antinutrientes,
alérgenos y toxinas. La variacion cuantitativa de estos compuestos es particularmente importante desde
un punto de vista de seguridad alimentaria en cualquier maiz MG o convencional. Por el contrario, las
tecnologias dmicas permiten el andlisis de un mayor nimero de analitos, que potencialmente, podrian
cubrir todo el transcriptoma, proteoma y metaboloma, y podrian detectarse rutas y funciones celulares
alteradas que provocaran un efecto adverso. El uso de las tecnologias dmicas a nivel regulatorio de las
plantas MG implicaria un cambio de paradigma, ya que implicaria la deteccién y cuantificacion de varios

miles de analitos.

El analisis transcriptomico por RNA-Seq ha permitido la deteccion del propio transgén del maiz MON810.
En las variedades MON810 se identificaron una serie de lecturas no mapeadas en el genoma de maiz,
que correspondieron a cry1A(b) derivado de B. thuringiensis, que lleva un promotor fuerte constitutivo y se
expresa pues en el tejido en estudio (no se muestran los datos). En caso de los cultivos transgénicos con

caracteristicas inducibles, como la patata AO1 A que hemos analizado en este trabajo, o especificas de
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tejido no se podrian detectar lecturas del transgén si la planta no se encuentra en las condiciones en las
gue se expresaria el transgén. Por el contrario, la protedmica 2D en semilla de maiz MON810 no nos ha
permitido detectar la proteina Cry1A(b) expresada constitutivamente. Cabe tener en cuenta que el
protocolo ha permitido identificar solamente aquellas proteinas dentro del rango de pH y peso molecular
ensayado y las mas abundantes que solamente podrian llegar a representar el 2% aproximadamente
(Martyniuk et al. 2012) de todas las proteinas del tejido. Ello podria ser debido a la sensibilidad de esta
técnica, que tampoco permite detectar proteinas de membrana, que no es el caso concreto de la proteina
Cry1a(b) ya que en anteriores tesis doctorales se observo que la proteinas tiene localizacion citoplasmatica
(La Paz, 2011). Ademas, como la naturaleza de las proteinas es muy variable el método de extraccion
puede provocar la pérdida de algun un tipo de proteinas especifico. Los métodos de extraccién son pues,
un compromiso entre la obtenciéon de un nimero maximo de proteinas y una buena calidad del extracto,
sin impurezas que puedan alterar el proteoma 2D. Se ha demostrado que el procedimiento seguido es
robusto y sensible para discriminar proteomas con alteraciones importantes y que esto supone una ventaja

desde el punto de vista de la seguridad alimentaria de cultivos MG.

Cabe destacar, que a dia de hoy la proteémica ha sido mejorada y se han desarrollado metodologias que
permiten un mayor rendimiento y profundidad ya que permite cuantificar varios miles de proteinas en un
solo experimento. Un ejemplo muy comun es la es la espectrometria Orbitrap (Scigelova y Makarov 2006;
Geiger et al. 2010). Esta tecnologia ya se ha implementado de manera rutinaria en estudios de protedmica

vegetal ya que requiere menos recursos que la protedmica bidimensional con tincion de plata.

Nuestros resultados de la comparacién del maiz MON810 mediante dmicas respecto a su variedad
isogénica indican que no existen diferencias con relevancia bioldgica en el maiz MON810 que sean
causadas por la insercion del transgén. Esto dificulta el propdsito del presente trabajo que es mostrar la
capacidad de las tecnologias émicas para detectar cualquier efecto no intencionado, que debiera
considerarse en la evaluacidon de riesgos. Sin embargo, pueden realizarse algunas consideraciones
respecto a la utilidad y la sensibilidad de estas tecnologias. Por una parte, hemos podido valora la utilidad
de la proteédmica mediante un analisis de muestras de maiz contaminadas y una patata transgénica. Por
otro lado, hemos valorado la sensibilidad de la transcriptomica en los higados de rata como veremos mas

adelante.

Hemos podido testar la protedmica bidimensional como técnica con capacidad discriminatoria entre perfiles
protedmicos de variedades de maiz no aptas para el consumo y la aplicacion de esta tecnologia en el
andlisis de riesgos de otras especies vegetales que expresan un transgén diferente. Nuestros resultados
indican que la técnica de protedmica 2D permite detectar cambios fisiolégicos en muestras de maiz con
elevada contaminacion fungica respecto a la misma variedad en condiciones adecuadas para el consumo.
Ello indica que, por lo menos en casos severos, esta aproximacion podria diferenciar los proteomas aptos
y no aptos para el consumo. Se han identificado 2 spots que podrian revelarse como marcadores de
contaminacion bidtica en maiz, ya que se acumulan diferencialmente en las muestras contaminadas.
También se ha demostrado la adecuacion de la protedmica en la evaluacion de riesgos de los OMG en el

tubérculo de patata cisgénica que expresa una resistencia fungica.
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Se han realizado otros estudios de caracterizacion masiva de cultivos MG con caracteristicas agrondmicas
mejoradas como otros maices resistentes a insectos (Zeng et al. 2014), soja tolerante al herbicida glifosato
(Garcia-Villalba et al. 2008), arroz con eventos apilados (Liu et al. 2012) o arroz con alto contenido en
triptéfano (Wakasa et al. 2006). Aunque en estos experimentos no se hayan incluido tantas variedades
como en el presente trabajo, todos ellos revelan que las plantas MG son similares a los respectivas no
MG, aunque se detecten diferencias menores. La protedmica 2D se puede usar para estimar cuali- y
cuantitativamente los alérgenos gracias a las mejoras en la sensibilidad y precisién de la LC-MS/MS
(Thelen et al. 2012) y esto es particularmente relevante desde un punto de vista de seguridad alimentaria
(Fasoli et al. 2009; Ricroch 2013). Estos estudios, igual que nuestros resultados, demostraron variaciones
relacionadas con factores como la variedad o el ambiente, los cuales produjeron mayor influencia que la

transgénesis.

Existe un interés para generar una base de datos sobre la caracterizacion, mediante analisis
composicionales, tecnologias émicas o estudios en animales, de las plantas convencionales consideradas
seguras y aptas para el consumo incluyendo la diversidad genética natural de diferentes fondos genéticos,
localidades, afios de cultivo, sistemas de cultivo, etc. ya que, como hemos comprobado en este trabajo,
estos son factores que afectan mayoritariamente a los “omas”. De esta manera se podria disponer de un
archivo de los valores considerados seguros de los diferentes parametros testados. Asi, cualquier OMG
nuevo a testar se podria comparar mediante esta informacion disponible. Para tal fin, se ha propuesto la

creacion de un sistema de documentacion, CADIMA (www.cadima.info) donde se archiven todos los

analisis realizados en diferentes grupos de investigacion y se pueda recurrir a ellos en estudios de analisis
de riesgos de plantas. De esta manera no se tendrian que repetir los andlisis de las variedades

convencionales y solamente se necesitarian nuevas aportaciones para actualizar la informacion.

De forma paralela a la aproximacion presentada en esta tesis doctoral, en el marco del proyecto GRACE
el grupo de RIKILT (Wageningen, Holanda) ha adaptado el modelo predictivo SIMCA (Soft Independent
Modeling of Class Analogy) (Wold y Sjostrdm 1977; De Maesschalck et al. 1999) para usarlo en el andlisis
de riesgos de las plantas transgénicas e identificar plantas potencialmente peligrosas. EI modelo requiere
la disposicion de diversos perfiles transcriptomicos, protedmicos o metabolémicos de muestras
convencionales consideradas seguras, que representaran la variabilidad natural de la especie; asi como
una nueva variedad a ensayar (en este caso, MG). Se comparan los niveles de todos los transcritos,
proteinas o metabolitos de cada muestra, de forma conjunta, en un analisis similar al PCA para reducir la
variabilidad de los perfiles émicos. De esta forma se define un grupo de muestras seguras; frente al que
se compara la muestra a testar. En el marco del proyecto GRACE se analizaron de esta forma los
transcriptomas y proteomas presentados en esta tesis doctoral, asi como los otros perfiles moleculares
masivos obtenidos en otros grupos (datos no publicados). En todos los casos el SIMCA mostré que las
variedades MG se agrupaban con las variedades seguras, en concordancia con los analisis mostrados

anteriormente.
Omicas sobre érganos animales

Como ya hemos destacado, en la solicitud de autorizacion de los OMG en la UE se exige un estudio de

alimentacion a 90 dias en roedores para determinar el posible riesgo toxicolégico de la PMG. Los estudios
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de alimentacion a 90 dias no estan disefiados para detectar posibles efectos reproductivos o de desarrollo.
Y por ese motivo, en algunos casos se pueden requerir estudios de alimentacion a largo plazo, si existen
indicios de cambios estructurales de la planta MG o bien indicios de efectos toxicoldgicos en los estudios

a 90 dias en los dérganos reproductivos (EFSA 2008).

En este trabajo se han valorado los estudios en animales desde el punto de vista de la informacién
adicional que aportan respecto a los estudios de caracterizacion molecular, composicional, agronémica y
fenotipica de la propia planta MG. Se ha realizado un estudio de alimentacién a 90 dias y uno a 1 afo, ya
que no se habian realizado anteriormente estudios a largo plazo en roedores para maiz resistente a
insectos. Las mismas variedades de maiz que han sido analizadas en este trabajo mediante las 6émicas
han sido la base para la fabricacion de piensos destinados a los estudios de alimentacién en ratas. Se han
realizado ademas estudios de alimentacién a 90 dias y 1 afo con las variedades convencionales para
construir un archivo histérico de toda la informacion de los parametros en animales de la misma edad,

sexo y cepa en el mismo laboratorio.

Tal y como se indica en las adaptaciones del test 408 para la evaluacion del riesgo de los transgénicos,
durante los estudios de alimentacion animal se realizaron observaciones periddicas en todos los animales
de todos los grupos. Estas observaciones consisten en determinar el estado de la salud de todos los
animales, de todas las mucosas y secreciones, reacciones sensitivas, examinacién oftalmoldgica, analisis
bioquimicos y urinarios. También se ha registrado el peso corporal, la ingesta y la bebida. Al final del
estudio se sacrificaron los animales y se examinaron los érganos internos. La evaluacion de los dafios
causados por la alimentacion se completé mediante la histopatologia de cortes de 6rganos diana. Aunque
se detectaron algunas diferencias individuales en algun pardmetro concreto, ninguna de éstas fue
atribuible a la dieta transgénica. En general no se observaron alteraciones a nivel histopatoldgico en
ninguno de los animales que pudiera atribuirse consistentemente a la ingesta por el maiz MON810. Los
resultados obtenidos de los estudios de alimentacién mostraron que el maiz MON810 contendido hasta un
33% en la dieta no provoco efectos adversos en las ratas Wistar Han RCC en exposiciones de 90 dias y
1 afo, independientemente de los fondos genéticos de las variedades de maiz (Zeljenkova et al 2014;
Zeljenkova et al. 2016). En este trabajo, se considerd que las dosis maximas de maiz que permitian una
dieta equilibrada se situaban en torno al 33%. Segun informacién de algunas empresas de fabricacion de
piensos este valor podria subir hasta aproximadamente un 40%, valor que se esta testando actualmente
en el marco del proyecto G-TwYST, y que seria deseable ensayar en un estudio de 4 semanas previo al
de 90 dias (o de mayor duracion), con el fin de incluir la mayor cantidad posible de OMG en la dieta, sin

perjuicio de su composicion equilibrada para los animales en cuestién.

En esta tesis doctoral se ha testado el potencial de las émicas para detectar posibles efectos toxicoldgicos
derivados del consumo de dieta MG sobre drganos diana de los animales. En este caso las dmicas se
realizan sobre 6rganos diana para determinar rutas celulares alteradas en el tejido y que se puedan
explicar por la ingesta del material MG. La transcriptomica y la protedmica se han realizado sobre el higado
por ser el principal érgano con funciones digestivas y detoxificantes. De forma complementaria un grupo
de la FUB (Freie Universitét Berlin) ha estudiado a nivel transcriptémico y protedmico, el intestino de los

mismos animales.
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El analisis transcriptdémico comparativo de los higados de rata se realiz6 mediante microarray. En todos
los casos (excepto en la comparativa ?? 48mg_90d versus ?? 16_90d) las diferencias entre grupos
alimentados con maiz MON810 respecto al grupo alimentado con near-isogenic fueron menores en
comparacion a las diferencias entre otros grupos. En el estudio de 90 dias, todos los grupos de machos y
hembras alimentados con un 33% de maiz MG se sacrificaron por la manana y los controles (0% de maiz
MG) por la tarde. Esta diferencia metodoldgica se vio reflejada en las rutas celulares alteradas entre estos
dos grupos. Los genes diferenciales obtenidos formaban parte de rutas del ritmo circadiano y también de
metabolismo de xenobidticos y secrecion de acidos biliares. El ritmo circadiano es un proceso biolégico
interno, que permite mantener un ritmo de 24 horas de los procesos celulares y permite la adaptaciéon a
sefales como la luz o la ingesta (Ferrell y Chiang 2015). Los resultados obtenidos de la expresion génica
han sugerido que las rutas alteradas como el metabolismo de xenobiéticos y secrecidn biliar han salido
diferenciales como consecuencia del horario de sacrificio diferencial. Por el contrario, en el estudio de 1
afo los animales se sacrificaron de manera aleatoria y no se observaron genes diferenciales entre los
grupos alimentados con maiz MON810 y near-isogenic. Estos resultados confirmarian que las diferencias
observadas en el estudio de 90 dias fueron provocadas por la hora del sacrificio y no por la ingesta de la

dieta con maiz transgénico.

Los efectos toxicolégicos provocados por la ingesta de maiz transgénico deben manifestarse de igual
manera en todos los grupos alimentados con el mismo evento independientemente del genotipo, con la
misma dosis del OMG. El estudio de 90 dias ha indicado que existen alteraciones hepaticas, que, aunque
no se vieron a nivel fenotipico en la exploraciéon necroscoépica ni histopatoldgica, si se pudo detectar
mediante el anadlisis por microarray. Esta observacion es indicativa de la elevada sensibilidad de la
transcriptémica en comparacion a los andlisis establecidos para los ensayos de 90 dias. Ademas, se
esperaria que cualquier dafo severo agudo (cancer hepatico, colestasis) detectado en el estudio de 90
dias tuviera también signos en el ensayo de 1 afio, y los estudios a 1 afio permitirian ver efectos tardios
provocados por la ingesta del MG. En ningun caso se han podido observar genes diferenciales que se
expresaran de manera estable en los estudios de 90 dias con las dos variedades de maiz de fondo

genético diferente y en el estudio de 1 afo.

El analisis de expresion dirigido por array de qPCR de los ensayos de 90 dias y 1 afio se centrd en detectar
genes de patologias hepaticas (cancer, esteatosis, colestasis y metabolismo de xenobidticos). Los
marcadores de estas patologias se expresaron de manera muy variable entre todos los replicados y grupos
y no se encontraron consistencias entre grupos indicando que no existe un efecto toxico derivado de la
ingesta del maiz MON810. Se detectaron algunos genes individuales diferenciales en algunos grupos de
ratas, pero en ningun caso se vieron rutas completas desreguladas. En el estudio de 90 dias se vieron
grandes diferencias entre los dos grupos alimentados con los transgénicos de diferentes casas
comerciales, lo cual podria deberse a los diferentes estados fisioldgicos de los animales en el momento
del sacrificio. Los analisis de expresion dirigido, ademas, nos han permitido validar el experimento del

microarray, indicando que no existen diferencias entre grupos provocadas por la ingesta de dieta MG.

El analisis transcriptémico por microarray de los higados de los estudios de 90 dias ha revelado diferencias
a nivel de genes relacionadas a la hora del sacrificio. Otros grupos de investigacion que han participado

en el proyecto GRACE han visto que existe una desregulacién circadiana en érganos como el intestino o
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el bazo cuando se han comparado por émicas (R. Einspanier, datos no publicados). Esto demuestra que
la esta técnica es suficientemente sensible como para detectar diferencias de muestreo. Se esperaria pues
que la técnica permitiria detectar un efecto toxicoldgico sobre los higados producido por la alimentacion
de maiz transgénico. Este resultado es suficientemente relevante, para tenerse en cuanta en el disefio de

futuros estudios para mejorar los resultados y su interpretacion.

La expresion de proteinas, estudiadas mediante protedmica 2D sobre el higado de las ratas del estudio de
90 dias, no se vio afectada en las ratas alimentadas con maiz MON810. Por tanto, en este estudio no se
pudieron detectar diferencias asociadas al ciclo circadiano ni a la ingesta del transgén. En este caso, esto
podria ser debido a que la proteémica 2D se analizan las proteinas mas abundantes obtenidas mediante
un método de extraccion determinado, y éstas podrian no haber sufrido cambios debido al ciclo circadiano
o a la alimentacion por el maiz MON810. Estos resultados sugieren que la transcriptomica es una

herramienta mas apropiada para un analisis masivo y no dirigido, que la proteémica 2D.

Se han realizado otros estudios de alimentacién a 90 dias en ratas para determinar la seguridad de maiz,
soja y arroz resistente a insectos o tolerantes a herbicidas. En estos estudios no se reportaron diferencias
significativas y por tanto se concluy6 que no existian efectos adversos de los eventos testados (Betz et al.
2000; Zhu et al. 2004; Hammond et al. 2006; Poulsen et al. 2007). También se han realizado estudios de
duracion mayor para evaluar riegos de las piensos y alimentos MG. En la mayoria de estudios se han
usado ratas, pero también ratones, vacas y peces. La duracién de estos estudios depende de la esperanza
de vida de los animales de experimentacion, aunque generalmente varia entre los 6 meses y 2 afios
(Ricroch et al. 2011; Snell et al. 2012). Una discusion detallada sobre los resultados obtenidos en diferentes
estudios a largo plazo y multigeneracionales se describe en el articulo de A. Ricroch, asi como en las
revisiones realizadas en el proyecto GRACE (manuscrito en preparacion). En estos estudios se han usado
diferentes animales, duraciones y composiciones de la dieta. No se han detectado nuevos peligros de
seguridad y estos estudios no han aportado informacién adicional o suplementaria a la obtenida de los
estudios de 90 dias. No se habian realizado, previamente, estudios de toxicidad crénica en ratas para
testar el maiz MON810, aunque si se han realizado sobre vacas (Steinke et al. 2010). También se ha
evaluado en varios estudios soja y arroz tolerante a herbicida (Daleprane et al. 2009; Daleprane et al.
2009; Snell et al. 2012).

En conclusién, los estudios alternativos para valorar los riesgos del maiz MON810 como las dmicas y el
estudio de toxicidad a 1 afo no han indicado que el maiz MON810 presenta caracteristicas diferentes al
convencional que puedan indicar un riesgo para la salud. Estos resultados son complementarios a los
realizados mediante las pruebas ya reglamentadas como los analisis composicionales. En conclusion, se
han usado diferentes tecnologias dmicas en algunos estudios y en ningun caso han surgido nuevas
incisiones de nuevos riesgos en las plantas MG comerciales, lo cual no sorprende si se considera que las

PMG han sido comercializadas y consumidas durante los ultimos 18 afios.

Los datos obtenidos en esta tesis doctoral han indicado que los analisis por émicas son capaces de
detectar variaciones experimentales (por ejemplo, hora de muestreo) y, por tanto, el disefio experimental
debe ser reevaluado para optimizar este tipo de aproximaciones y los datos deben ser evaluados

cuidadosamente. Ademas, la expresion de genes en el intestino e higado de los animales del estudio de
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toxicidad aguda mostrd resultados concordantes. Los resultados de este trabajo de los estudios de
toxicidad aguda, junto al resto de resultados obtenidos en el mismo proyecto, indican que las tecnologias
Omicas ofrecen una oportunidad de andlisis y conocimiento de los riesgos potenciales de la planta MG muy
global. De esta manera, y si los resultados de la caracterizacién de la planta no indican un peligro potencial,
no existe una necesidad relevante para los estudios de animales. Por tanto, la necesidad de los estudios

de toxicidad extendidos a un afo esta mucho menos justificado.

Paralelamente a la protedmica y transcriptomica, otros grupos del proyecto GRACE han realizado analisis
comparativos mediante metaboldmica del maiz MON810 respecto al convencional. También se ha
aplicado esta metodologia sobre los 6rganos y tejidos de las ratas. De manera similar a los resultados de
transcriptémica y protedmica, no se han encontrado diferencias, a nivel de metabolitos, entre el maiz
MONS810 y las variedades convencionales que indiquen un riesgo para la salud. Los intestinos y bazos de
las ratas alimentadas con 33% de maiz MON810 analizado por metabolémica no presentaron signos de
alteraciones toxicoldgicas. De forma complementaria, otro grupo del proyecto GRACE (FUB) ha adaptado
los ensayos de toxicidad de plantas MG sobre cultivos celulares intestinales o gastricos (citotoxicidad,
proliferacion celular, etc.). Los estudios in vitro, en general, son mas baratos y rapidos que los estudios in
vivo. La propuesta serviria para utilizar este tipo de estudios como paso previo a los estudios en animales,
para disponer de una hipdtesis mas especifica a testar en los estudios de toxicidad animal. Aunque aun
no se han establecido los métodos para realizar estudios de toxicidad in vitro sobre plantas MG
comercializadas existen varios estudios a favor de estos ensayos, que en el futuro podrian reemplazar, al

menos parcialmente, los estudios de toxicidad en animales (Bushey ef al 2014).

Las tecnologias Omicas evaluadas en este trabajo se consideran técnicas prometedoras para
complementar o substituir los andlisis dirigidos que se exigen en el Reglamento N® 503/2013. Los datos
obtenidos, ademas, en el conjunto del proyecto GRACE demuestran que las édmicas son técnicas muy
informativas y sensibles (a nivel cualitativo y cuantitativo), que permiten una evaluacion masiva (a
diferencia de los analisis dirigidos) de las muestras vegetales para poder usarlas en los procesos de
evaluacién de alimentos y piensos MG. Las tecnologias émicas son una aproximacion integrativa de
andlisis de riesgos a nivel de biologia de sistema. Esto es que permiten la deteccién de cambios a nivel
molecular, metabdlico y fisioldgico. Las tecnologias masivas émicas podrian ayudar en la investigacién de
efectos no intencionados derivados de la insercién del transgén, ya que permiten una caracterizacion

molecular profunda de las plantas MG.

Por tanto, se propone una reevaluacion de los analisis de evaluacion de riesgos de los OMG en la UE que
incluyan las tecnologias émicas testadas en esta tesis, transcriptomica, protedmica y también la
metaboldmica en la caracterizacion molecular de la planta ya que éstas han demostrado ser mucho mas
informativas que los analisis composicionales, moleculares, agrondmicos y fenotipicos. Sélo en casos,
evaluados caso a caso, en los que la planta MG demostrara algun peligro adicional al de la convencional
se podrian requerir estudios adicionales y que incluyeran estudios de toxicidad. Ademas, se realizan

ensayos de toxicidad en animales cuando en muchos casos la caracterizaciéon molecular de la planta MG
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no demuestra un riesgo respecto a la convencional y por tanto no existe ninguna hipoétesis a evaluar en los

ensayos de toxicidad.

El proceso de transformacion genética de las plantas es impredecible y también lo son las posibles
reorganizaciones genémicas asociadas. Por este motivo, los efectos colaterales no esperados no se
controlan y deben ser evaluados caso a caso. Para evitar estas consecuencias gendémicas, una propuesta
interesante para la modificacion genética seria usar metodologias mas “limpias”. Por ejemplo, las ZFN y
CRISPR/Cas se han postulado recientemente como una tecnologias eficaces y precisas para provocar
cambios en el genoma de manera dirigida (Gaj et al 2013; Sander y Joung 2014). Los posibles peligros
asociados a estas tecnologias y los criterios para la evaluacion de su seguridad, estan actualmente en
discusion en la EFSA (EFSA 2012d). Se debe mencionar que los efectos no intencionados no son
especificos de la tecnologia del DNA recombinante, sino también han sido frecuentemente observados en
las técnicas de obtencion de plantas tradicionales debido a la recombinacion genética natural, las
reorganizaciones gendémicas naturales y la actividad de elementos transponibles en los genomas de
plantas (Cellini et al 2004; Latham et al 2006). Interesantemente, existe un estudio realizado mediante
microarray que indica que las alteraciones transcriptdmicas son mayores en plantas mutagenizadas que
en plantas transgénicas (Batista et al 2008). A diferencia de las lineas transgénicas, las lineas

mutagenizadas no son sometidas a un andlisis de seguridad alimentaria en la UE.

Existen varios retos que deberan superarse respecto a la ciencia y tecnologia de los alimentos en el futuro
proximo. Entre éstos se incluye a) la produccion de alimentos funcionales, b) la evaluacion de la seguridad,
calidad y trazabilidad de los alimentos, ¢) el desarrollo y produccién de nuevos alimentos transgénicos
(que incluyan también mejoras nutricionales) y d) la comprension de los efectos de los beneficios (y
riesgos) de estos alimentos en la salud humana y animal. Entre estos retos el uso y evaluacion de los
transgénicos ha sido tratado en esta tesis. Para ello se han seguido varias aproximaciones, por una parte,
se ha realizado un analisis comparativo completo del maiz mediante dmicas y por otra parte se ha testado
un modelo que podria simplificar el andlisis de riesgos de los transgénicos, como el SIMCA. Las
conclusiones extraidas mediante los dos métodos, son comparables e implica que ambas aproximaciones
podrian ser validas. La falta de protocolos experimentales estandarizados aun es un factor limitante para
la aplicacion de las tecnologias dmicas antes de ser aceptadas por las autoridades reguladoras. Aun asi,
la implementacién rutinaria de estas técnicas en varios grupos de investigacion, va a permitir unificar y
validar las plataformas de analisis y los protocolos que permitan una comparacion de los resultados entre
los laboratorios. Se augura que préximamente van a aparecer nuevas y mejoradas metodologias de
analisis masivo como mejora de la profundidad en la proteémica y metabolémica, que haran el andlisis de
los OMG mas fiable y eficaz. Por otra parte, también se espera que las herramientas bioinformaticas se
extiendan y estandaricen para que sean utiles para cualquier profesional del sector independientemente

de la formacion.

Hemos abordado la cuestién de si las tecnologias alternativas como las 6micas o los estudios a largo plazo
en animales, pueden proveer indicaciones Utiles para determinar los efectos no intencionados en alimentos
o piensos MG. La aplicacién de las regulaciones estrictas en la UE no es cientificamente defendible, ya
que establece la obligatoriedad de realizar estudios en animales; cuando los estudios en profundidad de

las plantas MG podrian aportar una informacién muy profunda sobre posibles impactos de las plantas MG.
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Este criterio es compartido en el seno del proyecto GRACE y también las diferentes partes interesadas,
incluidas, no solamente empresas del sector sino también agricultores y defensores de los derechos de
los animales. En caso de que los estudios sobre el material vegetal aportaran alguna hipétesis de toxicidad,
los estudios con animales (de duracién dependiente del tipo de indicio de toxicidad) deberian realizarse.
En este caso, la inclusion de estudios realizados con técnicas émicas (en este momento, y por su
cobertura, preferentemente transcriptomica), deberia permitir extraer mayor informacién a partir de los
estudios en animales. En este sentido, y a falta de experimentos realizados con substancias que presenten
una toxicidad demostrada, podria especularse que la inclusion de analisis dmicos sobre érganos diana de
rata podria permitir acortar este tipo de estudios (lo que repercutiria en su coste y en una reduccion del
numero de animales utilizados). Los estudios a largo plazo solo deberian considerarse caso a caso, cuando
existan indicaciones de un efecto cancerigeno de la planta MG o cuando existan incertidumbres sobre la

seguridad nutricional de la plana MG después de realizar los estudios a 90 dias.
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1. El analisis transcriptémico del embrién de maiz mediante secuenciacion masiva por RNA-seq, ha
permitiendo detectar y cuantificar mas de 160.000 isoformas que representan todo el genoma, en
un total de 11 muestras correspondientes a 2 variedades de maiz MON810 y 6 convencionales,
cultivadas en 2 condiciones ambientales diferentes.

2. En las tres comparaciones entre maiz MON810 y near-isogenic, con fondos genéticos y
condiciones ambientales distintas, se han observado tasas de cambio transcriptémico muy bajas
(0,01%), representando 50 veces menos que entre convencionales.

3. Los transcritos diferencialmente expresados en muestras MG respecto near-isogenic no se han
integrado en rutas metabdlicas alteradas y se expresan al mismo nivel que el observado en las
variedades convencionales. Ninguno de los transcritos ha sido diferencial comun en diferentes
variedades de maiz MON810, excepto una isoforma mapeada en una regiéon con un transpén
anotado.

4. El analisis protedmico bidimensional de semilla de maiz ha permitido cuantificar unos 1.200 spots
que representan ~ 2% de las proteinas totales, en un total de 16 muestras correspondientes a 2
variedades de maiz MON810 y 7 convencionales, cultivadas en 2 condiciones ambientales
diferentes.

5. En las tres comparaciones entre maiz MON810 y near-isogenic, con fondos genéticos vy
condiciones ambientales distintas, se han observado tasas de cambio proteémico del 0,72%,
mientras que, en las convencionales, se han visto el doble.

6. Los cambios protedmicos observados entre variedades MG y sus respectivas near-isogenic han
sido particulares de cada par de variedades. Las proteinas correspondieron mayoritariamente a
proteinas muy abundantes en el grano seco y maduro de maiz, como LEA, HSP o proteinas de
reserva del tipo globulinas. Los niveles de acumulaciéon de estas proteinas varian a lo largo del
desarrollo del grano y en funcion de las condiciones ambientales como se ha visto en el resto de
variedades convencionales.

7. La protedmica 2D ha permitido discriminar proteomas de variedades de maiz con elevada
contaminacion fungica, debido a un cambio fisiolégico imporante, y no aptas para el consumo.

8. La adecuacion de la émicas en la evaluacion de riesgos asociados a OMG varia en funcién de las
especies vegetales y tejidos de interés, presentando una mayor cobertura en el andlisis del grano
de maiz que en el del tubérculo de patata, en que se resolvieron menos spots y se observé una

variabilidad protedmica mas elevada.
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9. Ninguno de los transcritos ni proteinas diferenciales observados en el maiz MON810 se ha
asociado a una consecuencia directa de la insercidon y/o expresién del transgén cry1A(b),
demostrando la equivalencia substancial del maiz MON810. Las 6micas permiten el analisis
integrado y masivo de varios miles de analitos a diferencia de los testados en los andlisis
composicionales dirigidos.

10. Los transcriptomas obtenidos por hibridaciéon en microarray de los higados de ratas alimentadas
con 33% MON810 durante 90 dias mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto
a las que recibieron dietas control (33% maiz convencional). Estas diferencias se identificaron con
cambios asociados con el ciclo circadiano y los procesos que éste regula; y pudieron explicarse
por la diferencia horaria en el sacrificio de los animales. El analisis de expresion dirigido del estudio
de toxicidad de 90 dias ha concluido que los pocos genes alterados carecen de relevancia
bioldgica ya que no se asocian a un efecto téxico de la dieta MG sobre la salud.

11. Los transcriptomas obtenidos por hibridaciéon en microarray de los higados de ratas alimentadas
con 33% MONB810 durante 1 afio no presentaron diferencias estadisticamente significativas
respecto a las que recibieron dietas control (33% maiz convencional) confirmando el resultado de
los estudios a 90 dias.

12. La deteccidon de cambios en el ciclo circadiano entre los distintos grupos de ratas en el ensayo a
90 dias demostrd la mayor sensibilidad del andlisis transcriptdomico de érganos como el higado,
respecto a los estudios de toxicidad estandar, cuando se aplican a alimentos o piensos enteros.
El analisis transcriptomico, mediante tecnologia de hibridacién de microarray, se postula como una
herramienta capaz de aportar informacién adicional a los ensayos de toxicidad de OMG con
alimentos/piensos enteros en ratas.

18. Los ensayos de toxicidad en ratas durante 90 dias y 1 afio mediante analisis de expresién dirigido,
microarray y protedmica 2D, no han permitido detectar diferencias significativas entre grupos
tratados y grupos control que pudieran atribuirse a la ingesta de pienso MON810. Este resultado
confirma la seguridad del maiz MON810 sobre la salud de las ratas.

14. El analisis proteémico 2D de los higados de rata ha permitido comparar 1.000 spots, de los cuales
el 0,4% han mostrado acumulacion diferencial en los higados de ratas alimentadas durante 90
dias con 33% MON&810 respecto a las que recibieron maiz convencional. Estas diferencias podrian
ser causadas por el horario de sacrificio diferencial entre ambos grupos. No se detectaron
proteinas diferenciales en la comparativa directa.

15. Las tecnologias Omicas ensayadas, secuenciacidon masiva, microarray y protedmica 2D, se
postulan como herramientas alternativas y adecuadas para el andlisis de riesgos de las plantas
MG.

Conclusiones 166



MATERIALES Y METODOS






MATERIALES Y METODOS

1. Material Biolégico
Maiz

Todas las muestras de maiz utilizadas en esta tesis fueron cultivadas en campos de agricultor, siguiendo
las practicas agricolas estandar en la regién de 'Emporda (Girona, Catalunya, Espafa; 42° 05’ N, 3°E).
Las variedades a ensayar fueron elegidas con el criterio de su elevado uso comercial histérico en la region.
Las semillas fueron obtenidas en mercados locales y se sembrd aproximadamente una hectarea de cada
variedad de MON810 y las respectivas lineas near-isogenic y unos 500 m’ de las otras variedades
convencionales, durante la temporada de siembra de los afos 2012 y 2013. La densidad de siembra fue
de 80.000 plantas por ha, con un espacio de 75 cm entre hileras. En los campos cercanos no hubo cultivo

de maiz durante la misma época para minimizar el riesgo polinizacién cruzada.
Los aspectos agronémicos mas destacados fueron los siguientes:
- Fertilizacion: 600 kg de N, P y K (15-15-15 NPK), se aplic6 antes de la siembra

- Las malas hierbas se controlaron mediante aplicacion de herbicida de preemergencia (HARNESS®
GTZ, 4 L/ha, principio activo: 41% acetoclor, 19,5% terbutilazina); y aplicacion de herbicida de

postemergencia (Callisto®, 1 L/ha, principio activo: 480 g/L de mesotriona), en caso de necesidad.
- No se aplicé insecticida.

Se registraron todos los datos climaticos (estacidon meteoroldgica en la zona de la Fundacion Agronémica
Experimental Mas Badia), morfoldgicos, fisioldgicos, agrondmicos, fenoldgicos y patolégicos (inspeccion
visual en campo por expertos del mismo centro). Todos los registros fueron habituales en la zona, aunque

se observaron las siguientes particularidades:

ARo 2012: la presencia de S. nonagrioides y O. nubilalis fue inferior a 0,4% (menos de 0,06 larvas de
taladro por planta de maiz convencional). No se observaron infecciones viricas (MDMV y MRDV) ni de
hongos en campo. Especial atencién merecen las etapas de floracién y maduracién, que en la cosecha

del 2012 fueron como se esperaba; y el rendimiento se considerd muy bueno (13.000-14000 kg/ha).
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Afo 2013: se detectd hasta un 13% de infestacion por taladro en algunas variedades convencionales. Se
observé asimismo infeccion fungica, que afectd entorno al 10% de las plantas de las variedades DKC6666
y SYNEPAL. En pleno periodo de fertilizacion (19 de julio) se produjo una tormenta de granizo considerada

anormalmente intensa, que tuvo una afectacion puntualmente muy fuerte.

A finales de verano se cosechd cuando los granos de cada variedad se consideraron en madurez
fisiologica y preparados para la cosecha. Su contenido hidrico se situé en torno al 14-16%. Se recolectd la
parte central de cada campo (descartando los bordes) y se separaron los granos de las mazorcas in situ
de manera mecanica. Después de la cosecha los granos se secaron en un horno industrial durante 1-2

dias a 60°C para lograr un contenido hidrico inferior al 14%, lo que garantiza su mejor conservacion.

Dietas

Se muestrearon los granos de maiz de todas las variedades siguiendo la norma 1SO 24333 para la toma
de muestras de cereales (AENOR 2009). Una alicuota de unos 250 g de los granos de maiz se guardaron
en el laboratorio a -80°C. Otra alicuota de unos 90 kg (del afio 2012) y de 500 kg (del afio 2013) destinados
a los estudios de alimentacidén en ratas de noventa dias y un afo, respectivamente, se enviaron a Mucedola
S.L., empresa italiana de fabricacion de piensos. Alli los granos se molturaron y se prepararon las dietas.
Una alicuota de 1 kg del grano molturado y de las dietas preparadas fueron enviadas a RIKILT,
Wageningen, Holanda, donde se codificaron y se distribuyeron a los respectivos laboratorios encargados
de los analisis composicionales y de las dmicas sobre el maiz y las dietas. De esta forma se establecié un

ensayo doble ciego.

Las dietas se obtuvieron en la empresa Mucedola siguiendo las recomendaciones nutricionales de los
expertos de la empresa Harlan UK Ltd. Se establecié que todas las dietas debian ser isocaldricas y
isoproteicas (Tabla 28). Las dietas fueron ajustadas siguiendo los requisitos nutricionales de las ratas de
la cepa Wistar Han, que se utilizé en los ensayos. Todas las dietas tenian el mismo porcentaje de maiz,
gue se establecié en el 33%, valor cercano al maximo posible en dietas equilibradas para este tipo de
animales; y se utilizaron Unicamente ingredientes vegetales no MG: ademas del maiz se incluy6 trigo, soja
y aceite de soja (Tabla 29). Se realizé un analisis composicional exhaustivo de todas las dietas, que incluy6
composicion quimica, contenido de OMGs, contaminacién quimica (micotoxinas, metales pesados,

pesticidas) y contaminacién microbioldgica.

Tabla 28. Composicion nutricional de las dietas. Tabla 29. Ingredientes de las dietas.

Macronutrientes % (p/p) Ingrediente % (p/p) Ingrediente % (p/p)
Proteinas 16,2 Maiz 33,0 CaHPO, 0,8
Carbonhidratos 45,6 Germen de trigo 25,0 Sal 0,5
Lipidos 6,1 Trigo 18,2 Minerales 0,5
Fibra 3,8 Harina de soja (48%) 15,0 Vitaminas 0,5
Fibra neutra detergente 15,2 Aceite de soja 3,5 L-lisina 0,2
Ceniza 6,4 CaCO, 1,7 DL-metionina 0,1
Energia (kcal/g) 3,0 Levadura de cerveza 1,0 Cloruro de colina 0,05
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Patata

Se cultivaron 7 lineas de patata comerciales, 6 lineas experimentales y un par MG y near-isogenic en el
centro Plant Sciences de la University of Wageningen UR (Wageningen, Holanda). Los tubérculos fueron
cosechados en setiembre de los afos 2010, 2011 y 2012 como se describe en van Dijk et al, 2009; 2012.
Ocho tubérculos de peso medio de cada cosecha se seleccionaron para cada variedad y se lavaron con
agua. Posteriormente se cortaron manualmente en cubos de 1cm®y se sumergieron inmediatamente en
nitrégeno liquido. Se liofilizaron durante 18 horas y se molturé con un mortero hasta obtener un polvo fino.

Las muestras se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Ratas

Los estudios de alimentacion en ratas (90 dias y 1 afio) se describen en los articulos Zeljenkova et al 2014
y Zelienkova et al, 2016. Estos se llevaron a cabo siguiendo los documentos guia establecidos por la EFSA
(EFSA 2011b) y la OECD (TC408, OECD, 1998). Los ensayos se realizaron cumpliendo los requisitos de
las buenas practicas de laboratorio (GLP) en el estabulario del Departamento de Toxicologia de la Slovak
Medical University en Bratislava (Eslovaquia). Ratas (Rattus norvergicus) de la cepa Wistar Han RCC
machos y hembras de 5 semanas de edad, con un peso homogéneo (+ 20% de la media), se obtuvieron
de Harlan (San Pietro al Natisone, ltalia) y se empezd el estudio una semana después de recibir los
animales. En cada jaula se estabularon dos animales del mismo sexo y tratamiento; y se definié cada jaula

como una unidad experimental, tal y como recomienda la EFSA.

El calculo del tamafio de la muestra se basé en un efecto estandarizado (SES, standardised effect size: la
diferencia de las medias entre el grupo control y el tratado dividido por la desviacion estandar). Se asumio
que un SES con una DS de 1 0 menos no tenia relevancia a nivel toxicoldgico. Este calculo, mediante un
test de dos colas y nivel de significancia del 5%, revel6 que un grupo de 17 y 20 ratas tendrian el 80% vy el
90% de probabilidades, respectivamente, de detectar diferencias entre los grupos de la dieta MG y control
de los estudios de 90 dias y un afo. Para el estudio de 90 dias se redonde6 a 16 porque las ratas debian

enjaularse por parejas.

Finalizados los estudios de 90 dias y 1 afo se realizé la necropsia y se registraron los pesos humedos de
los 6rganos. Las muestras de los érganos se guardaron en una solucion neutralizada de formalina 10%.
Posteriormente, se realizé un analisis histopatoldégico de los 6rganos (Zeljenkova et al 2014; Zeljenkova et
al 2016). Los o6rganos sobre los que se realizaron los estudios dmicos (en esta tesis, el higado) se

extirparon y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido, conservandose a -80°C.
Primers

Para el disefio de primers se ha usado le herramienta Primer-BLAST del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Se muestran las secuencias y caracteristicas de aquellos
destinados a validacién del RNA-Seq realizado en maiz (Tabla 30) y a los analisis de expresion dirigida de

genes relacionados con toxicidad hepatica en rata (Tabla 31).
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Tabla 30. Primers de la validacion del analisis RNA-Seq en embrion de maiz.

Gen Descripcion Id Transcrito Secuencia (5'—3') Producto (pb)

adh alcohol dehydrogenase F: TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA
R: GCTACATAGGGAGCCTTGTCCT

cc3 Putative cystatin GRMZM2G440968_TO01 F: TGAGGTACACAATGAGCGGC 139
R: CAGCATCGCGTTGGTCTTG

ccme Cytochrome c biogenesis C GRMZM2G407837_TO01 F: CTCTACTCACCCACGCGTTT 200
R: CCGTCCCCTCTTACCCCTAA

ccmfn Cytochrome c biogenesis FN GRMZM2G314328_T01 F: TTGTGGCGCGAAGTACTCTT 72
R: TCCATAACATAACGGGGCGG

cl276081 Acyl-desaturase GRMZM2G316362_T01 F: TGTCGCTAGCTGTCAGTGTC 150
R: TCCAATCTGGGTTCCAAATCGT

cox1 Cytochrome c oxidase subunit 1 GRMZM2G450825_TO01 F: CCACATTCTGGGCACAGCTA 87
R: ATCCCAGTCAACCCATGCTG

cwclb Pre-mRNA-splicing factor cwc15 GRMZM2G154278_T02 F: TGTCAAGAGAAGGTGGGACGA 108
R: CGGTGGAAGTCACTCCTGAT

deh13 Dehydrin 13 GRMZM2G169372_T03 F: TCAAGGACAAGATCACCGGC 157
R: CTGTGCTGCGACACCAGAT

fpgs Folylpolyglutamate synthase GRMZM2G393334_TO01 F: ATCTCGTTGGGGATGTCTTG 132
R: AGCACCGTTCAAATGTCTCC

hsp22 Uncharacterized protein GRMZM2G007729_T03 F: CAGACCCATTTGCTTTGCTCTC 101
R: GACCAACAAGACGAAGTCAGC

loc100192606 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein GRMZM2G095206_T02 F: TCCTGCTGTTCTGCCTTCTC 154
R: TCTGGATAAACATCTTCGTCTTC

loc100274565 Uncharacterized protein GRMZM2G047274_TO01 F: ACCTCATCACAGATCAGGATTTCA 162
R: GTTCACGGGACTGGGTCTTA

loc100279473 Putative SAC3/GANP family protein GRMZM2G134753_T01 F: GGTTTATGAAACACATGCCCGA 76
R: CAGTTGTGACTGGCACTGGT

loc100282956 16.9 kDa class | heat shock protein 3 GRMZM2G049767_TO01 F: TGGTGTCAAGTACGTCTGGC 141
R: AGCTTCCAAGTTGGGGGAAC

loc100381655 Uncharacterized protein GRMZM2G098875_T02 F: AGTTGAGGCTGGTGTCGATT 110
R: TTGAGGTGCTTTGACTCTCTG

loc103646028 Histone H4 GRMZM2G421279_T01 F: GTCGCTGTGTTCTGTGGTGTC 199
R: GCAGCTCTCTGGGCAAAATAAA

loc103647134 Uncharacterized protein GRMZM5G874578_TO01 F: TTGATGAGAGGGTCGGGGT 188
R: GGATGAAATGGCTGTTGCGG

lug Uncharacterized protein GRMZM2G425377_T01 F: TGCATGAATTGAATCGCAGC 178
R: GGTGGAAAACACACGAGTGGA

mep Serinc-domain containing serine and sphingolipid biosynthesis protein GRMZM2G018103_TO01 F: TGTACTCGGCAATGCTCTTG 203
R:

TTTGATGCTCCAGGCTTACC




mon

nad2

nad4l

opr2

pco105720b

pgm

prms

rpsi12

rps7

stk11

ubce

uch

unch1

unch2

unch3

unch4

wak

zm119316

zm125695

zm128370

zm28206

cry1A(b)

Uncharacterized protein

NADH dehydrogenase subunit 4L
12-oxophytodienoate reductase 2

Calmodulin-like protein

Phosphoglucomutase, cytoplasmic 1
Pathogenesis-related protein PRMS
Uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein rps7
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 11
Ubiquitin-conjugating enzyme spm2

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Putative uncharacterized protein orf111-a
Uncharacterized protein

Putative WAK receptor-like protein kinase family protein
Pollenless3

Tyrosine/DOPA decarboxylase 1

DRE-binding protein 3

Uncharacterized protein

GRMZM2G406378_T01

GRMZM2G475482_T01

GRMZM2G000236_T01

GRMZM2G088819_T01

GRMZM2G109383_T01

AC205274.3_FGT001

GRMZM2G358236_T02

GRMZM2G069427_T01

GRMZM2G177050_TO01

GRMZM2G027378_T01

GRMZM2G164418_T01

GRMZM2G038874_T01

GRMZM2G141605_T01

GRMZM5G897562_T01

GRMZM2G128754_T01

GRMZM2G456487_T01

GRMZM2G123986_T01

GRMZM2G009400_T01

GRMZM2G069126_T01

GRMZM2G098999_T01

TITDTIMITITNITITIMNITIDNIMITIMITITMITITIMIDTImMIDT

GATGCCTTCTCCCTAGTGTTGA
GGATGCACTCGTTGATGTTTG
AATGCCCCAGGTCACAAGAG
TCTCTTCTACCGATGCCCCA
GTCAGAGATTGCCGTGGAGAT
ACCAAAGCTGTTTCAGTCCCT
ATCGGGAGGAAGGCAACAAG
TAGAAGGTGGAGCGGTCGTA
GAAACCAGCCACTGAAACGG
ATTTCTGAACAAACGCGACCG
GCTCAAGCTCTCCAAGATGC
AACGCTCCCAATTACAGCAC
TACTCCGAGAACTCGCCTCA
GTACTTCTCCGCGAACTGCT
GCGTGCTTCGGATCAATGTC
ACCTTCGCCTGGAATGTGAG
GCTTGCGAATTTGCAGCACC
GTTGAACACGCAGCCTTCTT
ATCAAGTCGTTCCCCAACCC
CAGCACGAAGTGGACCTTCT
TGCGTTAATCACGAGACAGG
AATCACAAAGACAGGCAGGG
CCCCATAACCGAGGACAGTA
TGTCCCCCTAAACCAATGAA
TGCAACTAGCCGATGCTTTG
CGAATGATTTGAAATACGCATCCCT
TACACAGGTGTGGGCTTACAG
AAGTGACCGACCCCTTGATGA
ACACGGGCAAGGAAGCATAA
TCGATTCAATCCTGCCCCAG
GAAAGGGAACCGTCTACCAGTT
GAAGGGGTAATACGCACTAAGCAC
AAGCGATTGCAATAGGGACCTC
GGACTCCATGTCAGTGCTACC
GATCCGGGAGAAGGTTCAGC
ACCAGCTGGAAGTGCTTGG
TGTGTGCTATACGACCTGCC
TCAGCTCTGTTCAGGATGGC
AGACATTACCATCGCATCGCA
GATGTTGTGGCTACCTTCGC
TCATTATCGGCACAAAAGGACA

113

177

99

142

81

273

114

151

166

159

267

184

78

171

168

179

200

76

70

195




zm32438

zm33200

zm3740

zm40861

zm64734

zm7377401

zm97159

zfp16-2

Class IV heat shock protein

Uncharacterized protein

22.0 kDa class IV heat shock protein

Carotene epsilon-ring hydroxylase
Uncharacterized protein

Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein
50S ribosomal protein L27

ZFP16-2

GRMZM2G346839_T01

GRMZM2G369182_T01

GRMZM2G375517_T01

GRMZM2G143202_T01

GRMZM2G121654_T01

GRMZM2G099758_T02

GRMZM5G804816_T03

GRMZM2G002805_T01

BT ITITMITITITITMIMD

GCTACCGATAGCTGCTTTGGA
GGAGCTCTGAACAGTCAAACG
ACGTCGTGGAACATACAGAACA
GGCCGAGATGAGGAAGATGG
GAGAGCTCATCGACCCACAC
GCGTGACGATGCATTCAGAC
GCAACGGGATCAATACGCAC
ATAGGTGCTGTTACGGCGTG
TATCCCAAACCTCTGGGGAC
AGCCAGCTTTGCTTTCCTCT
GCAGTGCAGTTGCCTTCTTT
TCCTCCGCCCTCCAGTTCTTA
TAGAGGTCGGAGAGCCAATGT
TGGTAATCAGCATGGCACTGT
CCAGATAACTCTGTAGCACTGGT
TCCGCACGAAAAACATCACC
TGAGTCATCTCTTCGCGGTC

73

136

73

122

136

125

100

112

Tabla 31. Primers del analisis de expresion dirigida en higado de rata.

Gen Descripcién UniGene Secuencia (5'—3') Producto (bp)

Acaat AcetylCoA acyltransferase 1A NM_012489.2 F: GCCCTGTCAAGTACCCCAAG 76
R: CGTCAGAGGTACAGATGGCTT

Acat1 AcetylcoA acetyltransferase 1 NM_017075.2 F: AGCCATTGAAAAGGCAGGGA 126
R: GCAATGGGTAGACCTGCACC

Acox1 AcylCoA oxidase 1, palmitoy! NM_017340.2 F: CTCACTCGAAGCCAGCGTTA 149
R: TTGAGGCCAACAGGTTCCAC

Acsl4 AcylCoA synthetase longchain family member 4 XM_006257316.2 F: GAAAGCAAACTGAAGGCGGC 95
R: TCGGGGTACTCCGCTCTATT

Adh7 Alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide NM_134329.1 F: ACAGACAAAGCATGTCGAGAGA 79
R: CAGAATGAGAGCTCGGGTGG

Atf4 Activating transcription factor 4 NM_024403.2 F: AATGGCTGGCTATGGATGGG 70
R: TCTGTCCCGGAAAAGGCATC

Atf6 Activating transcription factor 6 NM_001107196.1 F: ACCAGGTGAAGACTGGGAGT 189
R: TTAATGTCTGAGCAGAAGTGGCT

Cat Catalase NM_012520.2 F: CACAGTCGCTGGAGAGTCAG 99
R: CCCACAAGGTCCCAGTTACC

Cpt1 Carnitine palmitoyltransferase 1 XM_006230695.1 F: CTAGACACCACTGGCCGAAT 76
R: CCCAGAGCCCTGTACCAAAG

Cpt2 Carnitine palmitoyltransferase 2 NM_012930.1 F: TTTGAGACTGGCGTTGGGAA 91
R: ACCAGGGGCCTGAGATGTAG

Echs1 Enoyl coa hydratase, short chain, 1, mitochondrial XM_003748886.2 F: GCCACTGGGACCATATCACC 73



CCCCCACCAAGAGCATAGC

R:

Eif2ak3 Eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3 NM_031599.2 F: GCTTGCTCCCACATCGGATA 200
R: CTAAGGACCTGCCGCGAG

Nr1h3 Nuclear Receptor Subfamily 1, Group H, Member 3 XM_006234535. F: CAGAGCCTACAGAACTTCGTCC 71
R: TAGCTCGTTCCCCAGCATTT

Xbp1 Xbox binding protein 1 NM_001271731.1 F: CTGAGTCCGCAGCAGGTG 78
R: AAGAGGCAACAGCGTCAGAA

Afp Alphafetoprotein NM_012493.2 F: CAGGATGGGGAAAGCGTCA 72
R: GCACTCTGCTGTTTTGCTCG

Ctnnb1 Catenin (cadherin associated protein), beta 1 XM_008766691.1 F: ACCTGTAAATCGTCCTTTAGGAGT 121
R: GGAACAAGCAAGGCTAGGGT

Gldn Gliomedin NM_181382.2 F: CATCTGCCTTACAGGACCACC 90
R: AGACCAGGCTGTCCATCTGA

Got1 Glutamicoxaloacetic transaminase 1, soluble NM_012571.2 F: GTCCCCTCAGATTCCATCGC 155
R: TCATCTGTGCGGTACGCTCC

Gpc3 Glypican 3 NM_012774.1 F: CTCTGGTGACGGCATGATGA 93
R: TTGTTCCCTGGAGCATCGTC

Gpt1 Glutamicpyruvate transaminase 1 XM_008765599.1 F: GTTTGGGTCCTGCTGGTAAGA 152
R: CAGGATGCTCTGATATCTTGGCT

Hspaila Heat shock 70 kda protein 1a NM_031971.2 F: CGCTCCAGGTGTGATCTAGG 92
R: TTGCAGACCGAACGAAGGAG

Hspa4 Heat shock 70 kda protein 4 XM_006246232.1 F: AGCAGCAAAGAGCCAGGTAAT 79
R: TGAGAATGCACGCCCATGAA

Hspab Heat shock 70 kda protein 5 NM_013083.2 F: CTACGAAGGTGAACGACCCC 75
R: GCAGGAGGGATTCCAGTCAG

Ifna Interferon alpha NM_001014786.1 F: TCATGCCTGAAGGACAGAAAGT 97
R: GCTCATGCAGGACAGGGATA

Ifnb1 Interferon beta 1, fibroblast NM_019127.1 F: TGCCCTCTCCATCGACTACA 103
R: GCTGAGGTTGAGCCTTCCAT

Ha Interleukin 1 alpha NM_017019.1 F: ACTCATCGGGAGGAGACGAC 115
R: TCCGGAATCTCCTTCAGCAAC

b Interleukin 1 beta NM_031512.2 F: CAGCTTTCGACAGTGAGGAGA 139
R: TTGTCGAGATGCTGCTGTGA

116 Interleukin 6 NM_012589.2 F: CACTTCACAAGTCGGAGGCT 77
R: TGCCATTGCACAACTCTTTTCT

ll6r Interleukin 6 receptor XM_008761127.1 F: CCACACAGGTCTCTGTTGAAGA 200
R: TGACTTCCATTTCTTCTTGAGTCT

Ldha Lactate dehydrogenase A NM_017025.1 F: ATCTCGCGCACGCTACTG 72
R: TTGAATCTTTTGGGACCGCT

Mdk Midkine XM_006234593.2 F: GACCTCTGCCTAGGGGCTTA 82
R: GTTATCATCCCAGCGGGAGC

Pik3ca Phosphatidylinositol4,5bisphosphate 3kinase, catalytic subunit alpha NM_133399.2 F: TCAGATCATCCGAATCATGGAGA 70



GCCATAAGGTAGCATGCGAAG

R:

Ppara Peroxisome proliferator activated receptor alpha NM_013196.1 F: GTCCTCTGGTTGTCCCCTTG 143
R: TCAGTCTTGGCTCGCCTCTA

Psme3 Proteasome (prosome, macropain) activator subunit 3 NM_001011894.1 F: TCGTTGCTGAAGGTGGATCA 84
R: CACCAAGTCTTCTGCCTCACT

Rxra Retinoid x receptor alpha NM_012805.2 F: CGCTCCTCAGGCAAACACTA 104
R: TTGTTGTCACGGCAGGTGTA

St13 Suppression of tumorigenicity 13 NM_031122.1 F: ATGCCAAGAGAGCCAGTGTTT 124
R: TGCGCTTTCCCTCTCCATTT

Tgfb1 Transforming growth factor, beta 1 NM_021578.2 F: CTGCTGACCCCCACTGATAC 94
R: AGCCCTGTATTCCGTCTCCT

Tnfa Tumor necrosis factor alpha XM_008772775.1 F: ATGGGCTCCCTCTCATCAGT 106
R: GCTTGGTGGTTTGCTACGAC

Tp53 Cellular tumor antigen p53 NM_030989.3 F: AGCGACTACAGTTAGGGGGT 198
R: CGCTGTGGTGGGCAGAATA

Ak4 Adenylate kinase 4 XM_006238445.2 F: CACCAGTTTTCTGGGACGGA 148
R: GCATGATTGAGTGGGCAACC

Cypiai Cytochrome p450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 NM_012540.2 F: CCCTAACTCTTCCCTGGATGC 107
R: GGATGTGGCCCTTCTCAAATG

Cypla2 Cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2 NM_012541.3 F: GAGCGAGGAGATGCTCAACC 79
R: GAAGTCCACAGCATTCCCTGA

Cyp2a1 Cytochrome P450, family 2, subfamily a, polypeptide 1 XM_008759105.1 F: ACGTACAGGTTGCAAAGATGG 148
R: GTAGTCCTGGCAGACATGGTAG

Cyp2b1 Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 1 XM_008765491.1 F: TACCAACCCTTGATGACCGC 132
R: GGTACCCTCGGAACATGGTG

Cyp2b3 Cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 3 NM_173294.2 F: ATAAGGGAGGCTCTGGTGGA 92
R: GACACACCGTATTCCTGCAT

Cyp2cii Cytochrome P450, subfamily 2, polypeptide 11 NM_019184.2 F: TGAAGGACATCGGCCAATCAA 81
R: AGGGCTTCATGCCCAAATACA

Cyp2c13 Cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 13 NM_138514.1 F: CCTTTCTCAGCAGGAAAACGGA 124
R: TGATGTCCTTTGGGTCAACCAG

Cyp2c6v1 Cytochrome P450 2C6 XM_008759632.1 F: AGTGCCTTGTGGAGGAACTG 77
R: GGAGTGAGTAGCATTCACATAGC

Cyp2d3 Cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 3 NM_173093.1 F: AAGACTTGGGACCCTGACCA 76
R: TCCCCTTGGCCTTCTCTATCT

Cyp2d4 Cytochrome P450 2D4 NM_138515.2 F: ATGACCCACGCTTCATCAGG 87
R: ACACATTCAGGAGCATGGGC

Cyp3at Cytochrome P450 3A1 NM_013105.2 F: TTCTAAAGGTTGTGCCACGG 70
R: ATTCAGCAGAACTCCTTGAGGG

Cyp3a2 Cytochrome P450 3A2 NM_153312.2 F: GGAGTTGGCAAGGTCTGTGA 74
R: GATGTGGATGGAGATGGTCCC

Gpx1 Glutathione peroxidase 1 NM_030826.3 F: CCGGGACTACACCGAAATGA 104



Gstm1
Gstm2
Otc
Sod1
Sord
Bad
Bcl2
Casp3
Casp6
Casp7
Casp9
Caspi2
Ccl2
Cycs
Dffa
Dffb
Fas
Faslg
Ggt1
Nfkb1

Tnfrsfla

Glutathione s transferase mu 1

Glutathione s transferase mu 2

Ornithine carbamoyltransferase

Superoxide dismutase 1, soluble

Sorbitol dehydrogenase

BCL2associated agonist of cell death

Bcell CLL/lymphoma 2, apoptosis regulator
Caspase 3

Caspase 6

Caspase 7

Caspase 9, apoptosisrelated cysteine peptidase
Caspase 12

Chemokine (CC motif) ligand 2

Cytochrome ¢, somatic

DNA fragmentation factor, alpha polypeptide
DNA fragmentation factor, beta polypeptide
Fas cell surface death receptor

Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
Gammaglutamyltransferase 1

Nuclear factor of kappa in Bcells, polypeptide b1

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a

NM_017014.1

NM_177426.1

NM_013078.1

NM_017050.1

NM_017052.2

NM_022698.1

NM_016993.1

NM_031775.3

XM_008760550.1

NM_031632.1

NM_130422.1

NM_031530.1

NM_012839.2

NM_053679.2

NM_053362.1

NM_139194.2

XM_006250148.2

NM_053840.2

NM_001276711.1

NM_013091.1

MAITDMITDTITITIDNIDNITIDNITITDITNIDNIDNITIDNITTNITNITNIDNITDITTDTITD

TGCCATTCTCCTGATGTCCG
TTTTTGAGCCCAAGTGCCTG
GACAGGTCCTCCCTGTGAGT
ATTTGAACCCAAGTGCCTGGA
CTTCAGGCCCTCAAACCGAG
GGATCCTGCTCAACAAGGCA
ACTGGCTTCCCATACCGAAA
TTTTGCTCTCCCAGGTTCCG
TGTCCTGACACCACAACTGG
ATCCAGCCGACACCTCAAAG
ATTGGGTAGTTCTCCAGGCG
CTTGAGGAAGTCCGATCCCG
CATACTCTGGGCTGCTGGTC
GGATAACGGAGGCTGGGATG
CGTCTTCAGAGACAGCCAGG
GAGCTTGGAACGCGAAGAAA
GAGTCCATCGACTTGCTTCCA
CCAGCTCAAGACCCCTAACC
ACTTTCCCCTGTGGACAGCA
CTATGTGCCCCGTCAGTACC
CGGACATCCATACCTGTCGC
GAACCAGGGGTCCAGCAATC
CCTGCCCGCTGAATATCCTC
TGCCAATTCCGACAAACAGC

CTGGATTCTGATGCAGAAGATGG
TGTCTCAGCCAGATGCAGTTAAT

TCCAGCCGACTCATTGGGAT
CTTGGGCTAGAGAGCGGGA
TTAAATTCGGTCCGGGCTGG
GTCCAACCAGAACGAGTCCA
GGGTTCCTAGTTCTTGCCCA
GAGCCTTCCCAACGACTCTG
TGTCACTCACATAGCCGTGC
TGTCAGCCTGGTGAACGAAAA
GTACTCCTCCCCTTCTGTGC
TCAGAGGAAACAGTGGGTGC
TGAGAAGCCATCATGTCCAGC
GATTCCAGAAAAGGCGGGGA
CCACTCTCGTCTCTTGGCTG
CGGAACTGGGCAAATGTTTCA

CCATCTGTTGACAGTGGTATATCTG

GTCCCCAGGGAAAGTATGCC

189

70

76

151

112

82

88

113

107

130

168

99

82

74

187

71

87

136

83

96

72



Abcbla

Abcb1b

Abcb4

Abcg5

Baat

Cyp7ai

Efnai

Ephx1

Ern1

Mbtps1

Mbtps2

Nr1h4

Scarb1

Slc10at

ATP binding cassette, subfamily B, member 1A, multidrug resistance protein
ATP binding cassette, subfamily B, member 1B

ATP binding cassette, subfamily B (MDR/TAP), member 4
ATP binding cassette, subfamily G (WHITE), member 5
Bile acid coa:amino acid Nacyltransferase

Cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
Ephrin A1

Epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)
Endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1
Membranebound transcription factor peptidase, site 1
Membranebound transcription factor peptidase, site 2
Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4
Scavenger receptor class B, member 1

Solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter), member 1

XM_006235994.2

XM_008762687.1

XM_008762697.1

NM_053754.2

NM_017300.2

NM_012942.2

XM_008761228.1

NM_001034090.3

NM_001191926.1

NM_053569.1

NM_001035007.1

NM_021745.1

NM_031541.1

NM_017047.1

XDNIDITIDNIDNITNIDNIDNITNIDNITDITMITITD

AGTAGGTTCCTTTGTGGCACTT
TGGGGTAAACACGCTGTCAC

ATTCCTCCTTTTCTGAATGCTTCC

ATGGTTCAGGCTGGAGCAAA
TACGTGCCATGTTTGAACACC
CGCTAGACGCGTGTGGGA
GCTGCCTAGTTCAAAGTCGC

CTTAGGTAGCTCAGGCTCAGGGA

CAGCCGTTCACAAACACTTCC
GTCGAACTACGGTTTTGGCG
CCGGATATGCACAGGCTCAT
GGAATTGCCGTGTTGGTGAG
AGGTTCACCAGCTTTCCTTCT
AGGCAGTGTCAGAGAAAGGTG
GTCCTCCTCTCGGAACCTTGT
GGAGTTGGAGAGTGGAGAAAC
AAGTTCCAGCCACATGACTC
GCGCAGGTGCAATGACATAC
GACCTGCAGGACTGGATCTTC
GCGAGTAAACATCCCCCGAA
TCTCATTAGGGCCGAGTCCA
TTGTGGATCGCAGAAGGAGG
ACACAGATGACTTCAACACCA
GGCTGCAAAGGTTTCTTCCG
TCCCATCTCTCTGCACTTCC
CCCCATGAACTGTTCCGTGA
GATCTTCCCTGTTTGCCCGA
CATCCTCAAGGGAGGCATGAT
CGAACATGATGCTGTTGCCC

168

88

166

102

121

72

177

88

160

186

137

138

79

92




2. Metodologias

Técnicas de biologia molecular de acidos nucleicos

i Extraccion DNA

El DNA de las muestras de tejidos vegetales se obtuvo mediante el NucleoSpin® Food (Macherey-Nagel,

Francia) siguiendo las instrucciones del protocolo.

Procedimiento:

e Pesar entre 200 y 250 mg de muestra homogenizada en un tubo eppendorf de 2 mL.

e Anadir aprox. 600 uL de Buffer CF del Kit NucleoSpin (precalentado a 65°C + 5°C). Mezclar 15 s.
en el vortex.

e Afadir 10 pL de Proteinasa K (10 pg/pL) y mezclar 2-3 s.

e Afadir 20 pL de RNAsa A (20 pg/pL) y mezclar durante 15 s.

e Incubar los tubos 30-45 min., a 1400 rpm, a 65°C + 5°C.

e Centrifugar 10min a 13.000 rpm.

e Precalentar el Buffer CE a 70°C = 5°C.

e Transferir 300 pL de sobrenadante a un tubo eppendorf de 1,5 mL que contenga una mezcla de
300 pL de buffer C4 y 200 pL de etanol 100%. Mezclar en el vértex 30s.

e Para cada muestra se utiliza una columna con membrana de silice (incluida en el kit). Cargar
toda la mezcla en la columna y centrifugar 1 min. a 13.000 rpm. Descartar el sobrenadante.

e Colocar la columna en un nuevo tubo eppendorf (incluido en el kit). Lavar la columna afadiendo
400 pL de Buffer CQW. Centrifugar 1 min. 13.000 rpm. Descartar el sobrenadante.

e Colocar la columna en un nuevo tubo eppendorf (incluido en el kit). Lavar la columna afadiendo
aprox. 700 pL de Buffer C5. Centrifugar 1 min. 13.000 rpm. Descartar el sobrenadante.

e Colocar la columna en un nuevo tubo eppendorf (incluido en el kit). Ahadir 200 yL de Buffer C5.
Para eliminar totalmente el Buffer C5, centrifugar 2 min. a 13.000 rpm.

e Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1,5 mL y afiadir en el centro de la membrana de
silice 50 pyL de Buffer CE precalentado a 70°C + 5°C. Incubar durante 5 min. a TA.

e Centrifugar los tubos durante 1 min. a 13.000 rpm y descartar la columna. Homogeneizar los
tubos con el DNA final 2-3 s. vértex.

Soluciones:

Proteinasa K: anadir 2,7 mL Buffer PB a la proteinasa K liofilizada. Guardar a -20°C.

RNAsa A: afnadir 10 mL Buffer RNasa (Tris-HCI pH 7,5 1M, 30 pyL NaCl 5M) a la RNAsa A liofilizada.
Guardar a -20°C.

ii.. Extracciéon de RNA

a. Obtencion de RNA total de embrién de maiz

Para la extraccion de RNA de embrién de maiz se ha usado el protocolo Maxwell 16 LEV simplyRNA

Tissue Kit (Promega).

Procedimiento:

e Se extraen los embriones de la semilla de maiz. Esto se realiza con un bisturi y procurando que
no queden restos de tejido de endospermo en el embridn. Una vez escindidos, se guardan
inmediatamente en N2 liquido.
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Para cada variedad, molturar 25 embriones por replicado en N, liquido con la ayuda de una masa
y un mortero hasta que quede un polvo muy fino. El tejido no debe descongelarse en ningun
momento.

Para cada pool de 25 embriones, afiadir 6 mL de Homogenization Solution.

Homogenizar la suspension mediante un agitador

Para cada extraccion de RNA individual se usan 500 pl del homogenado total (el resto se guarda
a -80°C).

Afadir 500 pL de homogenado total en un tubo eppendorf de 1,5 MI.

Centrifugar 3 min. a 15.000 rpm a 4°C.

Recuperar 200 pL del sobrenadante y seguir las instrucciones del protocolo Maxwell 16 LEV
simplyRNA Tissue Kit (Promega)

Una vez finalizada la extraccién (1h aprox.) se recupera el volumen total de RNA

Centrifugar 2 min. a 8.000 rpm a 4°C para eliminar las particulas magnéticas.

Guardar el extracto a -80°C.

b. Obtencion de RNA total higado de rata

Para la extraccion de RNA total del tejido de higado de rata se usé el protocolo RNeasy Plus Mini Kit de

Qiagen (Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo recomendado.

Procedimiento:

Molturar el higado de rata en N, liquido con la ayuda de una masa y un mortero hasta que quede
un polvo muy fino. El tejido no debe descongelarse en ningin momento.

Higados estudio 90 dias: tanto para el analisis de microarray como para el andlisis de expresion
dirigida se hace una mezcla equivalente en peso de los 16 higados de cada grupo y se
homogeniza bien el pool.

Higados estudio 1 afo: se hace una mezcla equivalente en peso de los 20 higados de cada
grupo y se homogeniza bien el pool para el experimento de microarray. Para el analisis de
expresion dirigida se hace una mezcla equivalente en peso de los 2 higados de cada unidad
experimental (una jaula que contiene dos individuos del mismo sexo); en total se tendran 10
muestras por cada grupo.

Pasar 20 mg de tejido molturado a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Anadir 350 mL de tampén RLT.

Centrifugar 3 min. a velocidad maxima.

Transferir el sobrenadante a una columna gDNA Eliminator.

Centrifugar 30s. a 10.000 rpm.

Recuperar el liquido restante y anadir el mismo volumen de etanol al 50%. Mezclar bien
pipeteando.

Transferir 700 pL de la muestra a la columna RNeasy.

Centrifugar 15 s. a 10.000 rpm.

Eliminar el liquido resultante. Afadir 700 pL de tampdn RW1 a la columna.

Centrifugar 15 s. a 10.000 rpm.

Eliminar el liquido resultante. Afadir 500 pL de tampdn RPE a la columna.

Centrifugar 15 s. a 10.000 rpm.

Eliminar el liquido resultante. Afadir 500 pL de tampdn RPE a la columna.

Centrifugar 2 min. a 10.000 rpm.

Colocar la columna RNeasy en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 MI. Afladir 50 yL de agua libre
de RNasa en el centro de la membrana de la columna.

Centrifugar 1 min. a 10.000 rpm.
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iii. Cuantificacidon de acidos nucleicos

La cantidad de DNA o RNA presente en una muestra se midié mediante un espectrofotémetro (NanoDrop),
leyendo la D.O. a una lambda de 260 nm. Un valor de 1 de D.O. a 260 nm se corresponde a
aproximadamente 50ug/mL de DNA de doble cadena y 40ug/mL. La pureza de las muestras de acidos
nucleicos se determiné calculando las relaciones entre las absorbancias a 260 nm, 280 nm i 230 nm. La
relacion entre la absorbancia a 260 y 280 nm indica la presencia de proteinas si sale fuera de rango de
1.7 a 2. La relacién entre absorbancia a 260 nm y 230 nm da informacién sobre la presencia de polifenoles

en la muestra.
iv. Anadlisis de la calidad del RNA

La calidad del RNA se evalué en todas las muestras para el analisis transcriptomico mediante el RIN (RNA
Integrity Number) y el ratio entre los RNA ribosomales 28s/18s (Schroeder et al 2006). Se us6 1 pL de
RNA total entre 25-100 ng/uL para obtener estos parametros mediante el protocolo Agilent 6000 Nano Kit
(Agilent Technolgoies, Santa Clara, CA) y los resultados se leyeron en el Agilent 2100 Bioanalyzer System
(Agilent Technolgoies, Santa Clara, CA) en el Laboratorio del Servicio de Gendmica del CRAG. Para todas
las muestras de RNA de plantas se considerd un RIN>7 y 28s/18s>2. Para las muestras de tejido animal

se consideré RIN mayor que 8 y la relacion entre rRNA mayor a 2.
V. Retrotranscripcion

Para obtener cDNA a partir de RNA se uso6 el SuperScript IV First-Strand Synthesis System de Invitrogen.

Procedimiento:

e Parala unién de los primers a la cadena molde de RNA, preparar en un tubo de PCR los
siguientes componentes:

50 pM Oligo d(T),, 1L

10 mM mix dNTP (10mM cada uno) 1 pL
Muestra de RNA (20 ng/pL) 10 yL

Agua DEPC hasta 13 pL

e Mezclar bien y centrifugar brevemente.

e Calentar la mezcla a 65°C, 5 min.

e Dejar enfriar en hielo inmediatamente 1 min.

e Mezclar bien en un agitador magnético.

e Para preparar la mezcla de la reaccion de RT, combinar los siguientes reactivos en un tubo de

PCR:
5 x SSIV Buffer (a TA) 4 L
100 mM DTT 1L
RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor 1L

SuperScript IV Reverse Transcriptase (200 U/uL) 1 pL
e Mezclar bien y centrifugar brevemente.
e Anadir la mezcla de la reacciéon de RT al RNA unido a los primers.
e Incubar a 55°C, 10 min.
e Incubar a 80°C, 10 min. para inactivar la reaccion.
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Vi. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La base tedrica de la PCR esté descrita en los manuales de biologia molecular (Sambrook y Russell 2001).

Todas las PCR que se han realizado en este trabajo han sido PCR cuantitativas a tiempo real (QPCR). Las

reacciones de amplificacién se han realizado en el equipo Light Cycle 480 Real-Time PCR Instrument

(Roche). La fluorescencia emitida debido a la amplificacion del gen de interés se monitoriza con el

programa Light Cycle 480 v 1.5.0.

a. Deteccion y cuantificacion de cry1A(b) en el maiz MON810:

La deteccion y cuantificacion del evento MON810 en el maiz se realiz6 siguiendo el método validado de la

JRC (gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmomethods, Shindo et al, 2002). Se realizan las qPCR a partir de 100ug

DNA. Se usa el gen endégeno ADH como control con las mismas condiciones. Para amplificar el cDNA se

uso DNA polimerasa comercial Premix Tag™ DNA Polymerase (TaKaRa Taq™ Version 2.0).

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Volumen (ul)

H20 - - 6,9

Taq Takara 2x 1x 10

Primer monF 10000 nM 200 nM 0,4

Primer monR 10000 nM 200 nM 0,4

Sonda monP 10000 nM 150 nM 0,3
DNA muestra - 50 ng/pl 2

TOTAL 20

b. Validacion de RNA-Seq:

Se realizan las qPCR a partir de 100pg DNA complementario gendmico (cDNA).

Reactivo Conc. Inicial Conc. Final Volumen (ul)
H20 - - 7,2
SYBR® Premix ExTaq 2x 1x 10
Primer F 10000 nM 200 nM 0,4
Primer R 10000 nM 200 nM 0,4
DNA Muestra - 50 ng/pl 2
TOTAL 20
Condiciones PCR: 50°C 2
95°C 10
95°C 15" 5 ciclos
60°C 1

c. Array de PCR

Las RT-qPCR de las muestras de cDNA de higado de rata se han realizado mediante un sistema de

microfluidic dynamic array® de 48x48 en el equipo BioMarkTM (Fluidigm). Estos experimentos.
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Procedimiento:

e Preamplificacion a partir de 15,6 ng de cDNA con los primers forward y reverse (20 uM cada
uno) y la TagMan PreAmp Master Mix (Fluidigm, BioMark ©).
e EIcDNA se diluye 1:2 0 1:10 en funcién del gen a amplificar.
Activacion: 95°C, 10 min.
16 ciclos: 95°C, 15 s.
60°C, 4 min.

e La expresion génica se detecta por EvaGreen (Biorad) usando los protocolos estandarizados de
Fluidigm.
e La PCR se realiza en el equipo BioMark © mediante el siguiente programa de amplificacion:
Activacion: 95°C, 60 s.
30 ciclos: 95°C, 5s.
60°C, 20 s.
Melting:  60°C, 3 s.
5°C, 1°C/3s.

Vii. RNA-Seq

Las muestras de RNA de embrién de maiz con RIN>7 y relacién entre rRNAs>2 se usaron para la
secuenciacién masiva en la plataforma lllumina HiSeq 2000 en el Beijing Genomics Institute (BGlI, Hong

Kong, China). Se generan lecturas de 50pb con 40 millones de lecturas por carrera de secuenciacion.
viii.  Microarray

Este ensayo se realiz6 en el servicio de genémica del CRAG. Las muestras de RNA se prepararon para el
analisis de expresion génica con el protocolo 3’ IVT PLUS Reagent Kit (Affymetrix) para obtener RNA
complementario amplificado y biotinidazo (cRNA) a partir de RNA poly(A) de una muestra de 250 ng de
RNA total (Figura 63). EI cRNA obtenido se hibrido en los microarray GeneChip Rat Genome 230 2.0
(GeneChip 3’ Expression Array) de Affymetrix en una GeneChip Fluidics Station 450 de Affymetrix.

Finalmente, los resultados se escanearos y visualizaron en un GeneChip Scanner 3000 de Affymetrix.
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Figura 63. Procesos de amplificacion y marcaje de los
chips 3’ IVT PLUS de Affymetrix. [Fuente: Affymetrix]
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Técnicas de biologia molecular de proteinas

I Técnica ELISA para cuantificar toxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por los hongos que contaminan una gran
variedad de cereales y frutas. Dichos alimentos contaminados resultan téxicos para humanos y animales,
y por lo tanto un problema primordial para la salud desde el punto de vista de los consumidores. Se usaron
las pruebas ELISA AgraQuant de Romer Labs (Getzersdorf, Austria) para la determinacion cuantitativa de

aflatoxinas, fumonisinas y DON.

Procedimiento:

e Molturar 500 g de semilla de maiz con el molino con un molino de cuchillas Grindomix GM 200
(Retsch, Alemania).
e Disponer 20 g de la muestra molida dentro de un vaso sellado.
a. Preparacidn de la muestra para cuantificacion de deoxinivalenol (0,25/5,0):

e Agregar 100 mL de agua destilada.
e Agitar bien durante 3 minutos en un agitador magnético.
o Dejar decantar la muestra, filtrar el sobrenadante a través de un filtro Whatman #1 colocado en
un embudo. Recoger el filtrado.
o Diluir el extracto filtrado con agua destilada en una relacién 1:4.
b. Preparacion de la muestra para cuantificacién de fumonisinas (0,25/5,0):

o Agregar 100 mL de una solucion 70/30 (v/v) de metanol: agua.
e Agitar bien durante 3 minutos en un agitador magnético.
e Dejar decantar la muestra, filtrar el sobrenadante a través de un filtro Whatman #1 colocado en
un embudo. Recoger el filtrado.
¢ Diluir el extracto filtrado con agua destilada en una relacion 1:20.
c. Preparacion de la muestra para cuantificacion de aflatoxinas (1/20):

e Agregar 100 mL de una solucion 70/30 (v/v) de metanol: agua.

e Agitar bien durante 3 minutos en un agitador magnético.

e Dejar decantar la muestra, filtrar el sobrenadante a través de un filtro Whatman #1 colocado en
un embudo. Recoger el filtrado.

e No diluir la muestra.

Ensayo:

o Colocar las tiras de dilucidon en una placa de soporte para pocillos. Se necesitara un pocillo de
dilucién para cada patrén (0, 0,25, 1, 2,5, 5 ppm) y muestra.

e Colocar el mismo numero de tiras con pocillos recubiertos con anticuerpo en la gradilla.

e Medir la cantidad de Solucién de Conjugado (~ 240 uL/pocillo) y colocar en una cubeta de
reactivos. Dispensar 200 pL de Conjugado dentro de cada pocillo de dilucién mediante una
pipeta multicanal de 8 vias.

e Agregar 100 pL de cada patrén o muestra dentro del pocillo de dilucidon que contienen los 200
pL. Mediante una pipeta multicanal mezclar bien pipeteando y liberando la mezcla 3 veces e
inmediatamente transferir 100 pL del contenido de cada pocillo de dilucién a su correspondiente
pocillo recubierto con anticuerpos. Incubar 15 min. a TA.

o Vaciar el contenido de las tiras de pocillos en un contenedor para residuos. Lavar llenando cada
pocillo con la Solucién de Lavado, y vaciar la misma de los pocillos. Repetir este paso 4 veces
(un total de 5 lavados).

e Extender varias capas de papel sobre una superficie plana y golpear ligeramente la tira de
pocillos a fin de eliminar la mayor cantidad de solucién de lavado tras el quinto lavado. Secar la
base de los pocillos con un paiio limpio y seco.
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e Medir la cantidad necesaria de Solucion Sustrato (~ 120 pL/pocillo) y disponer dentro de un
contenedor separado. Pipetear 100 yL de Sustrato dentro de cada pocillo de la tira utilizando una
pipeta multicanal de 8 vias. Incubar 5 min. a TA.

e Medir la cantidad necesaria de Solucion Stop (~ 120 pL/pocillo) y disponerla en un contenedor
separado. Pipetear 100 pL de Solucién Stop dentro de cada pocillo de la tira utilizando una
pipeta multicanal. El color debera cambiar de azul a amarillo.

e Leerlos valores de D.O. de cada pocillo con un lector de placas a 450 nm.

Soluciones:

Solucién de Conjugado, Solucion de Lavado, Solucién Sustrato, Solucién Stop: vienen en el kit.

Interpretacién de los resultados:

e Construir una curva de dosis — respuesta usando los 5 patrones utilizando los valores de DO.

ii. Extraccién de proteinas

a. Obtencién de extractos proteicos totales de semilla de maiz

Para la extraccion de proteinas de la semilla de maiz se usé un protocold basado en precipitacion de acido

tricloracético (TCA) y acetona (Sambrook y Russell 2001).

Procedimiento:

e Molturar 1 g de grano de maiz en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo muy
fino. La muestra no debe descongelarse en ningun momento.

e Pasar 150 mg de tejido molturado a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

e Afadir 600 pL de tampdn de extraccion mas los inhibidores de proteasas (10 pg/L de aprotinina,
0.5 pg/L de leupeptina, 1 pg/L de pepstatina, 1 pg/L de E-64 y 0.1 mM de PMSF) 1 U/mL DNAsa
I, 1 U/mL RNAsa A.

e Incubar 10 min. en agitacion a TA.

e Centrifugar 15 min. a 15.000 rpm a 4°C.

e Recuperar el sobrenadante.

e Al volumen obtenido afiadir TCA 100% hasta una concentracion final del acido del 15%.

e Incubar 30 min. en hielo.

e Centrifugar 15 min. a 15.000 rpm a 4°C.

¢ Resuspender el pellet en 600 L de acetona 80% fria (-20°C).

e Poner en el bafio de ultrasonidos durante 5 minutos (o hasta que se haya disuelto
completamente el pellet en la acetona).

e Centrifugar 15 min. a 15.000 rpm a 4°C.

e Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet al aire.

e Resuspender el pellet en 300 pL de tampodn de lisis 2D.

e Guardar las muestras a -80°C.

Soluciones:
Tampon de extraccion: Tris-HCI pH 7,5 50 Mm; NaCl 0.5 M; Tritén X-100 0,3% (v/v).

Tampoén de lisis 2D: Urea 7M; Tiourea 8M; Chaps 4% (p/v); Tris-HCI pH 8 18mM.

Tecnologias 6micas para la evaluacién de riesgos de las plantas modificadas genéticamente 185



b. Obtencién de extractos proteicos totales de tubérculo de patata.

El protocolo para extraccién de proteinas de tubérculo de patata se modificé a partir del método de SDS

caliente propuesto por (Delaplace et al 2006).

Procedimiento:

Pesar 200 mg de tubérculo de patata molturado vy liofilizado y afadir 1 mL de tampédn de lisis
SDS previamente calentado a 65°C.

Anadir 1 U/mL DNAsa I, 1 U/mL RNAsa Ay 1 U/mL a-amilasa.

Incubar 10 min. a 65°C en agitacion.

Dejar 15 min. en hielo.

Centrifugar 15 min. a 14000 rpm a 4°C.

Guardar el sobrenadante y volver a extraer el pellet.

Afadir 600 pL de tampon de lisis SDS (a 65°C).

Incubar 10 min. a 65° en agitacion.

Dejar 15 min. en hielo.

Centrifugar 15 min. a 14000 rpm a 4°C.

Anadir el sobrenadante al sobrenadante anterior.

Centrifugar los dos sobrenadantes obtenidos durante 15min. a 14000 rpm a 4°C.

Al volumen obtenido (~1.5 mL) afadir 3 MI DE acetona fria suplementada con 10Mm de DTT
(almacenada a -20°C).

Precipitar las proteinas ON a -20°C.

Centrifugar 20min. a 16000 rpm a 4°C.

Lavar el pellet con 1 mL de acetona fria suplementada con 10 mM de DTT. Centrifugar 1min, a
4°C. Repetir este paso.

Dejar secar el pellet al aire durante 30min.

Disolver el pellet en 500 mL de tampdn de lisis 2D durante 75min, a TA.

Medir las muestras mediante el método de Bradford.

Utilizar el 2-D Clean-Up kit (GE Healthcare) para la precipitacidon cuantitativa de las proteinas
partiendo de una cantidad inicial de 200 pg totales de proteina siguiendo el protocolo del
fabricante.

Resuspender el pellet final en 60uL de tampédn de lisis 2D.

Soluciones:

Tampon de lisis SDS: SDS 4% (p/v); sacarosa 5% (p/v); PVPP 10% (p/v); DTT 0,3% (p/v); 20 mM fosfato
de sodio pH 7.

*Anadir el DTT justo en el momento de realizar la extraccion.

Tampoén de lisis 2D: Urea 7M; Tiourea 8M; Chaps 4% (p/v); Tris-HCI pH 8 18mM.

c. Obtencidon de extractos proteicos totales de higado de rata

Molturar el higado de rata en N, liquido con la ayuda de una masa y un mortero hasta que quede
un polvo muy fino. El tejido no debe descongelarse en ningin momento.

Para los higados de 90 dias: se hace una mezcla equivalente en peso de los 16 higados de cada
grupo y se homogeniza bien el pool.

Para los higados de 1 afio: se hace una mezcla equivalente en peso de los 20 higados de cada
grupo y se homogeniza bien el pool.

Pesar 50 mg del pool a un tubo eppendorf de 1,5 mL y anadir 500 pL de tampén de lisis 2D.
Anadir inhibidores de proteasas (10 pg/L de aprotinina, 0,5 pg/L de leupeptina, 1 pg/L de
pepstatina, 1 pg/L de E-64 y 0,1 mM de PMSF); 1U/mL de DNAsa | y 1U/mL de RNAsa A.
Homogenizar bien la mezcla con la ayuda de un vértex.

Incubar en el bafio de ultrasonidos durante 15 minutos.
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e Incubar 15 min. en hielo (hacer 20 s. de vértex, cada 5 min.)
e Centrifugar 15min. a 14000 rpm a 4°C.

e Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo de 1.5 mL.

e Guardar las muestras a -80°C.

Soluciones:

Tampon de lisis 2D: Urea 7M; Tiourea 8M; Chaps 4% (p/v); Tris-HCI pH 8 18mM.

iii. Cuantificacién de proteinas

Para la cuantificacién de los extractos proteicos se usé el método descrito por Bradford (Bradford 1976),
basado en una reaccion colorimétrica en la cual la unién del Coomassie Brillant Blue G-250 se une a las
proteinas. Se uso el reactivo Protein Assay de la casa comercial BIO-RAD siguiendo las instrucciones del

fabricante.
iv. Separacion electroforética de proteinas

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) siguiendo el
protocolo descrito en (Sambrook y Russell 2001) y usando un equipo vertical Miniprotean Ill de BIO-RAD.

Este equipo permite hacer geles de proteinas pequefios de 8 cm x 7,3 cm y de 1 mm de grueso.

Procedimiento:
Polimerizar los geles de poliacrilamida segun las instrucciones del fabricante. La composicion del gel

separador y concentracion se detallan a continuacion:

Gel separador (12,5%): Gel concentrador (3%)

H.0 4,33 mL H,0 2,25 ml
Tris separador 2,5mL Tris concentrador 1ml
Acril:Bisacrilamida (30:0,8) 3,13 mL Acril:Bisacrilamida (30:0,8) 0,5 ml
APS (15% p/v) 40 L APS (15% p/v) 40 uL
TEMED 5uL TEMED 6 uL
Volumen final 10 mL Volumen final 4 mL

e Afadir tampdn de carga TM 2X a la muestra del extracto proteico (v/v).

e Cocer las muestras a 100°C durante 5 min. para desnaturalizar las proteinas.

e Carrera del gel: aplicar 60 V durante 15 min. (o hasta que el frente de azul de bromofenol haya
entrado en el gel separador). Posteriormente subir el voltaje a 120 V hasta que el frente de azul
alcanza el final del gel.

e Los geles se pueden teiir con azul de Coomassie para observar las bandas de proteinas segun
esta descrito en (Sambrook y Russell 2001).

Soluciones:

Tampon separador: Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SDS 0,4% (p/v).

Tampén concentrador: Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4% (p/v).

Tampoén de carga TM 2X: Tris 0,10 M; SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/v); azul de bromofenol 0,25% (p/v),
suplementado con B-mercaptoetanol al 10% (v/v).

V. Electroforesis bidimensional

La electroforesis en dos dimensiones (2D electroforesis) es un método potente para analizar extractos
complejos de proteinas. Esta técnica separa las proteinas segun dos propiedades independientes en dos

pasos separados: el paso de la primera dimension, el isoelectroenfoque (IEF), separa las proteinas segun
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su punto isoeléctrico (pl) mediante gradientes de pH inmovilizados (IPG); en el paso de la segunda
dimensidn, electroforesis del gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), se separan las proteinas segun su
peso molecular (PM). Cada spot de la matriz de dos dimensiones corresponde a un tipo proteico de la
muestra. Asi, se pueden separar miles de proteinas diferentes y obtener informacién sobre su pl, su PM
aparente y la cantidad de cada proteina. Este método fue introducido inicialmente en el 1975 por P.H
O’Farrell y J. Klose.

a. Separacion en la primera dimension: isoelectroenfoque.

El IEF se realiz6 en un equipo IPGphor Isoelectric Focusing System (Amersham Biosciences). Se cargaron
150 pg de extracto total en tiras IPG de 18 cm (Immobiline DryStrips gels de GE Healthcare) de pH lineal
siguiendo las indicaciones del fabricante.

*Para el maiz: tiras pH 4-7; para la patata: tiras pH 4-7; para el higado: tiras de pH 3-11.

Procedimiento:

Para las tiras IPG de 18 cm se pueden cargar hasta 150 pg de proteina total en un volumen final de 350
pL. En este protocolo se hace una rehidratacion activa de la muestra, esto es a bajo voltaje durante 10 h
(ver paso 1 del IEF). Dos pasos: rehidratacion e IEF

e Afnadir los siguientes componentes en un tubo eppendorf de 1.5 mL:

Extracto proteico X yL (150 pg)
Tampoén IPG 7 yL
DeStreak 3L

Tampoén de rehidratacién hasta 350 pL

e Mezclar bien todos los componentes mediante vortex.

e Incubar 10 min. a TA.

o Repartir los 350 pL de la mezcla en el centro de la caja de las tiras (o sarc6fago).

e Colocar la tira IPG con la cara del gel en contacto con la muestra. Primero introducir la parte
anddica de la tira y después dejar caer el gel en el sarcofago con delicadeza (Figura 64).
Eliminar las burbujas del liquido.

e

Figura 64. llustracion de como de aplicar la solucion de rehidratacion en los sarcéfagos. a) Repartir la muestra
en el centro del sarcéfago, b, c) Poner la tira IPG en contacto con la muestra y posicionar suavemente (Fuente:
GE Healthcare).
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e  Cubrir con 2 mL de aceite conductor (/PG DryStrip Cover Fluid de GE Healthcare) repartidos
desde el centro del sarcofago hacia los polos.
e Colocar los sarcéfagos en el IPGphore |l y realizar el siguiente protocolo de IEF:
Paso 1: rehidratacion. 50 V constante, 10h.
Paso 2. 500 V en gradiente, 1.30h.
Paso 3. 1000 V en gradiente, 1.30h.
Paso 4. 2000 V en gradiente, 1.30h.
Paso 5. 4000 V en gradiente, 1.30h.
Paso 6. 8000 V en gradiente, 2h.
Paso 7. 8000 V constante, 5-10h.
e Al final del protocolo deben haber acumulados uno 61.000 V totales.
e Sacar las tiras IPG del sarcéfago, introducirlas en una pipeta de plastico de 10 mL y guardarlas a
-80°C como minimo durante 10h.
Soluciones:

Tampoén de rehidratacion: tampdn de lisis 2D (Urea 7M; Tiourea 8M; Chaps 4% (p/v); Tris-HCI pH 8
18Mm); 0,02% (p/v) de azul de bromofenol.

Tampén IPG: con rango de pH idéntico al usado para las tiras IPG.

b. Separacién en la sequnda dimensién: SDS-PAGE

La técnica se desarrolla en los geles de SDS-poliacrilamida que se corrieron en un equipo Ettan DAL Tsix
Electrophoresis System (GE Healthcare). El caster de los geles se prepara siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para realizar esta técnica todo el material de cristal y plastico se limpia con agua Millipore Milli-Q bidestilada

y con etanol 100% para evitar que queden impurezas. Geles de poliacrilamida de 20 cmx25 cm x 1 mm.

Procedimiento para la preparacion de los geles bidimensionales:

e Anfadir los siguientes componentes en un erlenmeyer de 500 mL:

Gel separador (12,5%) Gel concentrador (3%)

H.0 4,33 mL H,0 2,25 ml
Tris separador 2,5mL Tris concentrador 1ml
Acril:Bisacrilamida (30:0.8) 3,13 mL Acril:Bisacrilamida (30:0,8) 0,5 ml
APS (15% p/v) 40 pL APS (15% p/v) 40 pL
TEMED 5L TEMED 6 pL
Volumen final 10 mL Volumen final 4 mL

e Agitar durante 5 min. en un agitador magnético.
e Polimerizar los geles a TA; dejar el caster a 4°C ON.

Soluciones:
Tampoén separador: Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SDS 0,4% (p/v).

Procedimiento para el equilibrado de las tiras IPG:

Los tampones de equilibrado suplementados con DTT y iodoacetamida se preparan justo en el momento
de uso.

o Descongelar las tiras IPG guardadas en las pipetas de plastico. a -80°C.

e Anadir 5 mL de tampdn de equilibrado suplementado con 10 mg/mL de DTT. Dejar en agitacion
suave durante 15 min.

e Decantar el tampdn anterior.
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e Afnadir 5 mL de tampdn de equilibrado suplementado con 25mg/mL de IAA. Equilibrar en
agitacion suave durante 15 min.
e Decantar el tampén anterior.

Soluciones:

Tampoén de equilibrado: 50mM Tris-HCI pH 8,8; Urea 6M; Glicerol 30% (v/v); SDS 2% (p/v); azul de
bromofenol 0,02% (p/v).

Procedimiento para aplicar las tiras IPG:

e Lavarlatira IPG en agua Milli-Q justo antes de introducirla en el gel para lubricarla.
e Colocar la tira entre los dos cristales del gel de SDS-poliacrilamida. Con la ayuda de una jeringa
fina empujar la tira hacia abajo hasta que esté en contacto con el gel de la segunda dimension.
o Comprobar que no quedan burbujas entre el gel y la tira.
o Sellar la tira IPG en una solucién de agarosa para prevenir que se mueva en la cubeta de
electroforesis.
Soluciones:

Solucion de agarosa: agarosa 1% (p/v) en tampdn de electroforesis 1X; azul de bromofenol 0,001% (p/v).

Procedimiento para la electroforesis:

e Colocar los geles en la cubeta de electroforesis.

e En la cubeta inferior poner tampdn de electroforesis 1X y en la cubeta superior tampén de
electroforesis 2X.

o La electroforesis se realiza en dos pasos. Primero pasaran 2,5 W por gel durante 30 min.
Posteriormente se subird la potencia a 15 W por gel hasta que el frente de azul de bromofenol
haya alcanzado el final del gel (unas 5 h).

Soluciones:
Tampon de electroforesis 10X: Tris 0,25 M; Glicina 1,92M; SDS 1% (p/v).

c. Tincién de los geles en nitrato de plata

La tincion de geles de proteinas con nitrato de plata es 100 veces mas sensible que la tincién con azul de
Coomassie, es capaz de detectar hasta 0,1-1,0 ng de polipéptidos en un spot discreto. Esta tincion se basa
en la reducciodn diferencial de los iones de plata que se unen a las cadenas de aminoéacidos (Switzer et al
1979; Merril 1990).

Todo el material de cristal y plastico se enjuagara previamente con agua Milli-Q y metanol. Todas las
soluciones de la tincién se prepararan con agua Milli-Q, en el momento de uso y se mantendran a 4°C.
Todos los pasos se pondran en agitacién suave y a temperatura ambiente. El volumen de todas las

soluciones sera de 250 mL por gel.

Procedimiento:

e Poner los geles en solucion de fijacion ON.

e Eliminar la solucién de fijacion y afadir la solucién de sensibilizacién. Incubar durante 30 min.
e Eliminar la solucién de sensibilizacion.

e Lavar tres veces con agua Milli-Q durante 5 min.

e Incubar con la solucién de tincion durante 20 min.

e Eliminar la solucién de tincion.
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e Lavar dos veces con agua Milli-Q durante 1 min.

e Anadir la solucién de velado. Vigilar atentamente el gel, los primeros spots deben aparecer en
pocos minutos. Continuar la incubacion hasta obtener el contraste deseado.

e Parar la reaccion anterior ahadiendo solucion stop.

e Lavar tres veces con agua Milli-Q durante 5 min.

e Los geles se guardan en agua Milli-Q a 4°C.

Soluciones:

Solucion de fijacion: etanol 40% (v/v); acido acético glacial 10% (v/v).

Solucion de sensibilizacion: etanol 30% (v/v); 2 g/L de Na,S,0,; 68 g/L de Na,H.C.,0..
Solucion de tincion: 2,5 g/L de AgNO..

Solucion de velado: 25 g/L de Na,CO;; formaldehido 37% (v/v).

Solucion stop: 14 g/L EDTA-Na,-2H,0.

d. LC-MSMS

Los spots mas relevantes/significativos se cortaron individualmente de los geles. La identificacion de los
spots se realizd en la Plataforma de Proteomica del Parc Cientific de Barcelona (PCB) mediante
cromatografia liquida y espectrometria de masas. Los resultados de las identificaciones fueron buscados
en las bases de datos de plantas en el caso de las identificaciones de maiz y patata (Uniprot Viridiplantae
(v. January 2015)) o en la base de datos SwissProt (v. March 2015) para las identificaciones de proteinas

de ratas (ver Anexo VIl para el protocolo completo).

3. Analisis estadisticos y bioinformaticos

Transcriptdmica

DAG Expression

Para la cuantificacion y normalizacion de la expresidn génica de los experimentos de qPCR se ha usado
el programa DAG Expression basado en el método de las curvas estandar (Ballester et al 2013). La
cuantificacion de la expresion de los genes se calculé como la media de los tres replicado de cada pool
formado por 16 individuos en el estudio de 90 dias (3 replicados por grupo). Para el estudio de 1 afio se
cuantificé la expresion como media de cada de los tres replicados de cada unidad experimental (10

replicados por grupo).
FastQC

Para la determinacion de la calidad de cada una de las carreras de RNA-Seq se ha usado el programa
FastQC con las opciones por defecto. Este calcula diferentes parametros de calidad a partir de los

archivos.fq.
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Cufflinks

Para el analisis de expresién diferencial de genes del experimento de RNA-Seq de maiz se ha usado el
proceso bioinformatico de Cufflinks. El valor p se corrige por el método Benjamini-Hochberg para analisis

multiples. Los parametros modificados en el proceso de Cufflinks se describen en el Anexo VIII.
Affymetrix Expression Console Software

Expression Console Software es un programa que permite normalizar, realizar el control de calidad de las
muestras de los microarray. Los datos de florescencia se han normalizado a expresién génica por el
método RMA (Robust Multi-Array Average) (Affymetrix 2015).

Affymetrix® Transcriptome Analysis Console (TAC) Software

El andlisis de expresioén diferencial de los resultados del microarray se ha realizado mediante el programa
TAC. Laintensidad de cada gen de cada muestra se calcula por la media de los tres replicados mediante
el método Tukey's Bi-weight. El valor p se corrige por el método Benjamini-Hochberg. Los algoritmos
concretos de este analisis se describen en (Affymetrix 2014). Se ha calculado los genes diferenciales entre

cada una de las condiciones o grupos de animales.

Protedmica

Los geles bidimensionales de proteinas se escanearon en un equipo UMAX Image Scanner (Amersham

Bioscinces) con las opciones por defecto.
Ludesi Redfin 3

El andlisis de las imagenes de los geles se realizé con el programa Ludesi Redfin 3 (www.ludesi.com) (ver
Anexo IX para algoritmos programa). Primero se detectan automaticamente los spots y se emparejan entre
los replicados y en cada una de las muestras. Después se editaron manualmente los spots para corregir
los errores y los spots no emparejados. La cuantificacion de cada spot se basa en calcular la intensidad
de la tincién que corresponde al volumen relativo de la proteina. Se usan los valores normalizados
(calculados por el programa mediante unos algoritmos) de los volumenes de los spots para representar

las abundancias relativas de las proteinas.

Analisis estadisticos

La visualizacidn de los datos de expresion diferencial de genes y proteinas se realizé mediante el programa
R. Se calculd la matriz de correlacion mediante el coeficiente de Pearson y el dendrograma por el método
UPGMA vy la distancia euclidea. El grafico de densidad, boxplot y PCA se calculan con los valores de

expresion convertidos al logaritmo 2.
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Anexo |: Abreviaturas

AECOSAN: Agencia Espafola de Consumo, Seguridad
Alimentaria y Nutricion

ANOVA: Andlisis de la Varianza
CE: Comision Europea

Cl: Intervalo de Confianza

CIMMYT: Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo

cm: centimetro

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNAsa: Desoxirribonucleasa

DO: Densidad Optica

DTT: 1,4-Dithiothreitol

EEMM: Estados Miembros

EFSA: European Food Safety Agency

FAO: Food and Agriculture Organization of the United
Nations

FC: Fold Change
FDR: False Discovery Rate
g: gramo

GRACE: GMO Risk Assessment and Communication of
Evidence

h: horas

ha: hectarea

HSD: Honestly Significant Difference
IEF: Isoelectric Focusing

IPG: Immobilized pH gradient

JRC: Joint Research Center
K: potasio

kDa: kiloDaltons

kg: kilogramo

L: Litro

M: Molar

mg: miligramo

MG: Modificado Genéticamente
min: minutos

mL: mililitro

mM: milimolar

MS: Mass Spectometry

N: Nitrégeno

N2z: Nitrégeno molecular

ng: nanogramos

nm: nanémetros
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OECD: Organisation for Economic Co-operation and
Development

OMG: Organismo Modificado Genéticamente
ON: Overnight
P: Fosforo

p/v: relacion peso/volumen

pb: pares de bases

PCA: Principal Component Analysis
PCR: Polimerase Chain Reaction

pl: punto Isoelectrico

PM: Peso Molecular

PMG: Planta Modificada Genéticamente
ppb: partes por billon

ppm: partes por millén

PVPP: Polyvinylpolypyrrolidone
qPCR: PCR cuantitativa
RMA: Robust Multi-Array Average

RNA: Acido Ribonucleico

RNAsa: Ribonucleasa
rpm: Revoluciones por minuto
RT: Retrotrancripcion

s: segundos

SDS-PAGE: Sodium dodecy! sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis

TA: Temperatura Ambiente
TCA: Acido Tricloracético
Tm: melting Temperature
U: Unidad

UE: Unién Europea

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean

USDA: United States Department of Agriculture
V: Voltios

vlv: relacion volumen/volumen

W: Vatios

Hg: microgramo

pL: microlitro

°C: Grados centigrados

d'd: machos
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Anexo II: Tecnologias emergentes de obtencion de plantas mejoradas

Modificado de Lusser, Parisi, Plan, & Rodriguez-Cerezo, 2011

Agro-infiltration: Plant tissues, mostly leaves, are infiltrated with a liquid suspension of Agrobacterium sp.
containing a genetic construct. The genetic construct is locally expressed at high level, without being
integrated into the plant genome.

Cell fusion/Protoplast fusion: Protoplasts are produced by removing the cell wall from plant cells using
either mechanical or enzymatic means. Protoplasts from two different species can be fused to create a
hybrid. The fusion can be accomplished by an electrical process or by chemical agents.

Cisgenesis and intragenesis: A DNA fragment from the species itself or from a cross-compatible species
is inserted into the plant genome. In the case of cisgenesis, the inserted gene is unchanged with its own
introns and regulatory sequences. In the case of intragenesis, the inserted DNA can be a new combination
of DNA fragments from the species itself or from a cross-compatible species.

CRISPR/Cas (CRISPR associated) systems: Clustered regulatory interspaced short palindromic repeats
are loci that contain multiple short direct repeats, and provide acquired immunity to bacteria and archaea.
CRISPR systems rely on crRNA and tracrRNA for sequence-specific silencing of invading foreign DNA.
Three types of CRISPR/Cas systems exist: in type Il systems, Cas9 serves as an RNA-guided DNA
endonuclease that cleaves DNA upon crRNA-tracrRNA target recognition.

Dihaploid breeding: Dihaploids are used for breeding crops that are natural polyploids (e.g. potato with
four basic sets of chromosomes, 4n). A dihaploid plant (in this case 2n) is generated and is used for any
type of breeding (conventional or biotechnology) since breeding and crossings with polyploids are
extremely complex. At the end of the breeding process the polyploidy is restored.

Double haploid breeding: A haploid plant is generated out of pollen grains with one set of chromosomes
(n) followed by duplicating the chromosomes to generate a 2n plant. This is a way to obtain 100%
homozygous individuals which can be used as parental lines for hybrid production.

Embryo Rescue: In the case of wide crosses, the embryo formed after fertilisation frequently fails to
develop. When applying the technique of embryo rescue, the ovary is excised within several days after
fertilisation to avoid abortion. The embryo is then nurtured into a full plant by using the tissue culture
technology.

Genomic-Assisted Breeding: Genomic-assisted breeding developed from marker-assisted breeding. It
aims at rapidly investigating the genetic makeup of individual plants and selecting desirable genotypes by
using diverse molecular- based tools.

Grafting (on GM rootstock): A chimeric plant is produced by grafting a non-genetically modified scion on
a genetically modified rootstock.

In vitro fertilization: Plant reproductive structures such as flower explants, ovaries, ovules and mature
pollen, are isolated. Fusion of gametes is achieved in suitable solutions in-vitro and can be facilitated by
the presence of chemicals such as calcium ions or polyethylene glycol (PEG) or an elelectrical process.
This allows the production of hybrids even between only remotely related species.

Meganuclease delivered as DNA; meganuclease delivered as RNA; meganuclease delivered as
protein: Meganucleases are proteins that specifically recognize target DNA sequences of 12 to over 30
base pairs and create a double strand break (DSB) that activates repair mechanisms and DNA
recombination. Similarly, to ZFNs, the technique can be used for site-specific mutagenesis or for targeted
gene insertion by homologous recombination. Newly designed meganucleases can be produced in order
to induce site- specific DNA recombination at a chosen locus in plant cell.

Mutagenesis: Chemicals such as ethyl methane sulfonate (EMS) or ionising radiations are used to cause
random mutation in the DNA of crops. The treated plants are screened for interesting properties.

Oligonucleotide directed mutagenesis (ODM): Also known as Targeted Gene Repair, oligonucleotide-
directed Gene Targeting, Genoplasty, Chimeraplasty, etc. Oligonucleotides target homologous DNA and
induce site-specific nucleotide substitutions, insertions or deletions through repair mechanisms. The
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following types of oligonucleotides are used: Single stranded DNA oligonucleotides, chimeric
oligonucleotides, triple helix-forming oligonucleotides (TFOs) and RNA oligonucleotides.

Polyploidy induction: Polyploidy occurs in cells when there are more than two paired sets of
chromosomes. It can be induced in cell culture by some chemicals e.g. colchicine.

Reverse Breeding: Homozygous parental lines are produced from selected heterozygous plants by
suppressing meiotic recombination. This suppression is obtained through RNA interference-mediate
downregulation of genes involved in the meiotic recombination process. Subsequently, the obtained
homozygous lines are hybridised, in order to reconstitute the original genetic composition of the selected
heterozygous plants.

RNA-dependent DNA methylation (RdDM): Genes encoding RNAs which are homologous to plant
sequences, like promoter regions, are delivered to the plant cells. These genes, once transcribed, give rise
to the formation of small double stranded RNAs. They induce methylation of the homologous sequences
and consequently inhibit their transcription.

TALENS: Transcription activator-like effector nucleases are fusions of the Fok I cleavage domain and DNA-
binding domains derived from TALE proteins. TALEs contain multiple 33—35-amino-acid repeat domains
that each recognizes a single base pair. Like ZFNs, TALENs induce targeted DSBs that activate DNA
damage response pathways and enable custom alterations

Transgenesis: A DNA fragment from a non-cross compatible species is inserted into the plant genome.

Transgenic inducer construct-driven breeding tools: A transgene encoding an RNAI construct or a
dominant-negative protein is present in (e.g. inserted into the genome of) an inducer line. The expression
of the transgene leads to the inhibition of gene expression or the inhibition of a protein function, respectively,
thereby interfering with processes underlying to relevant biology. Interference with plant biology leads to
the induction of the formation of materials enhancing breeding (e.g. biodiversity, recombination, haploids).
The inducer transgene is segregated out during further breeding and therefore not present in the final
product.

Zinc finger nuclease technology 1: Genes encoding Zinc Finger Nucleases (ZFN) are delivered to plant
cells without a repair template. The ZFN binds to the DNA and generates a site-specific double strand break
(DSB). The natural DNA- repair process through non-homologous end-joining (NHEJ) leads to site-specific
random mutations, which consist of changes of single or few base pairs, short deletions or insertions.

Zinc finger nuclease technology 2: Genes encoding Zinc Finger Nucleases (ZFN) are delivered to plant
cells along with a short repair template. The ZFN binds to the DNA and generates a site-specific double
strand break (DSB). Gene repair mechanisms generate site-specific point mutations like changes of single
or few base pairs through homologous recombination.

Zinc finger nuclease technology 3: Genes encoding Zinc Finger Nucleases (ZFN) are delivered to plant
cells along with a large stretch of DNA, whose ends are homologous to the DNA sequences flanking the
cleavage site. As a result, the DNA stretch is site-specifically inserted into the plant genome.
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Anexo Il

Resumen de los resultados del mapeo de lecturas de RNA-Seq sobre el
genoma de maiz (TopHat v 2.0.9)

Variedad Lecturas limpias ;e:;:;%sas % mapeo Zf: :IItlir;T:smlentos oa/?i rr::aaasmc::nzt?)s
48mg_12 rep1 44529012 36761485 82.60 32.70 0.03
48mg_12 rep2 44397991 31876947 71.80 41.70 0.03
48mg_13 rep1 44481372 35159766 79.00 35.20 0.03
48mg_13 rep2 44099802 34691571 78.70 36.00 0.03
16_12 rep1 44486063 36853858 82.80 31.90 0.03
16_12 rep2 44544937 40494657 90.90 32.00 0.03
16_13 rep1 44478911 36295865 81.60 30.80 0.03
16_13 rep2 42109686 35285681 83.80 32.20 0.04
67mg_12 rep1 44553743 37873020 85.00 35.10 0.03
67mg_12 rep2 44450794 36677899 82.50 37.70 0.03
66_12 rep1 44471566 35611025 80.10 38.20 0.03
66_12 rep2 44586024 38962981 87.40 38.40 0.03
15_12 repi 44532.194 37823476 84.90 31.90 0.03
15_12 rep2 44577.245 40854651 91.60 29.70 0.03
15_13 repi 44514009 37425302 84.10 27.10 0.02
15_13 rep2 42119801 34960590 83,0 31.90 0.04
AL_12 rep1 44406120 35659638 80.30 41.30 0.03
AL_12 rep2 44384302 33991089 76.60 39.50 0.04
82_12 repi 44397466 33771914 76.10 39.50 0.04
82_12 rep2 44396381 32222526 72.60 42.70 0.04
83_12 rep1 44479629 39914890 89.70 31.90 0.02
83_12 rep2 44501303 39343616 88.40 31.80 0.03

Resumen del proceso bioinformatico Cufflinks v 2.2.0 seguido para el
analisis del RNA-Seq. [Fuente: Trapnell Lab]

Cufimerge

Condition A Condition B

Cuffmerge

v dyy

aEprEC ity

CummeRbund

¥ R. MATLAB,
etc
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Anexo IV: Spots diferenciales en los proteomas 2D de variedades de maiz contaminadas respecto a las variedades

adecuadas para el consumo.

No contaminadas Contaminadas
Spot # 67mg_12 66_12 48mg_12 16_12 82_12 83_12 AL_12 15_12 17_12 17cont_12 15cont_12 log2(FC) q valor
41 180.2 138.3 81.8 189.4 653.1 266.0 3120.1 105.5 90.0 23.0 1.0 -5.562 0.022
501 1547.2 1547.2 1637.6 1596.7 1392.4 1722.7 1041.4 1538.9 1110.3 232.9 131.0 -3.00 0.004
407 416.5 416.5 248.2 105.9 182.5 249.0 163.8 74.8 213.1 15.6 51.1 -2.71 0.005
16 2463.3 2463.3 2393.4 2311.7 3501.2 2019.7 181.3 958.1 1187.4 396.1 307.5 -2.53 0.009
85 13.1 13.1 905.2 1.0 71.8 16.5 202.4 693.1 38.5 6.2 77.8 -2.44 0.014
632 331.7 331.7 474.0 133.0 703.8 485.9 711.7 376.7 294.0 28.1 158.0 -2.35 0.020
1141 96.5 96.5 64.4 406.9 249.0 202.2 113.6 465.7 583.4 18.3 82.2 -2.33 0.020
480 246.7 246.7 265.5 178.2 275.6 326.6 325.3 223.5 274.9 87.9 15.4 -2.28 0.020
1112 95.0 95.0 128.8 207.5 78.7 167.4 95.4 201.5 195.6 54.5 13.5 -2.01 0.036
91 1216.4 1216.4 960.8 1418.9 1505.0 1280.0 1553.1 893.4 911.7 305.4 347.9 -1.89 0.002
540 492.6 492.6 229.7 691.5 281.6 380.8 293.9 255.9 460.1 61.1 148.7 -1.80 0.014
80 87.6 87.6 102.2 171.9 521.8 154.0 2071.4 124.3 91.8 105.5 118.6 -1.79 0.018
724 237.4 237.4 395.0 374.7 376.5 391.9 322.7 353.9 132.7 81.7 106.9 -1.77 0.042
1325 519.4 519.4 220.5 174.0 376.6 449.3 268.3 316.4 392.9 91.1 117.3 -1.72 0.034
187 93.7 93.7 255.6 65.7 356.8 221.9 327.4 122.8 61.4 79.8 37.4 -1.69 0.019
1239 394.0 394.0 536.3 282.2 121.8 362.5 170.8 162.0 123.4 46.2 120.7 -1.66 0.019
399 678.6 678.6 252.3 1011.8 779.5 580.5 733.0 919.6 1076.3 246.5 217.3 -1.66 0.048
576 779.3 779.3 1216.5 524.9 395.3 952.3 392.9 480.5 344.6 183.6 220.8 -1.63 0.023
849 7731 773.1 1375.7 666.8 1041.8 990.5 956.2 471.8 1002.6 399.4 174.0 -1.62 0.028
800 228.2 228.2 207.9 159.4 109.6 257.6 134.8 87.6 150.3 57.7 47.5 -1.59 0.031
120 2916.4 2916.4 1126.7 179.7 2877.7 2467.4 2579.6 2640.6 942 1 507.0 873.7 -1.58 0.012
263 641.5 641.5 655.8 734.0 518.9 506.3 256.2 660.1 707.9 175.8 232.0 -1.49 0.034
1195 373.8 373.8 655.8 334.1 663.0 433.5 387.9 497.4 671.9 144.7 198.5 -1.49 0.019
459 1558.0 1558.0 976.2 461.7 1028.8 1169.5 2070.0 2723.4 806.2 528.4 4731 -1.47 0.011
49 1907.6 1907.6 4018.9 3354.7 3270.6 2147.3 1624.9 1304.6 1625.6 1130.0 616.9 -1.44 0.002
1091 461.2 461.2 593.0 1058.8 502.6 528.6 605.3 479.0 608.1 162.9 290.4 -1.43 0.013
131 1587.7 1587.7 878.1 159.6 962.4 1486.9 1661.5 1081.7 802.1 513.3 328.3 -1.42 0.048
611 1069.9 1069.9 762.3 1224.7 914.8 1084.3 808.9 703.2 893.7 256.6 442.3 -1.42 0.011
137 1478.6 1478.6 1123.5 1462.9 1010.9 1513.4 1295.5 1285.5 1238.1 589.7 424.2 -1.37 0.034
502 532.6 532.6 581.9 1241.8 431.8 672.9 416.3 709.6 826.6 301.2 210.4 -1.37 0.029
1409 774.5 774.5 694.1 7211 805.5 699.8 706.1 643.6 796.7 347.2 242.1 -1.36 0.037
401 1960.7 1960.7 1672.0 1528.0 2367.8 1800.2 1611.8 1636.0 520.0 612.8 725.3 -1.36 0.008
683 1092.7 1092.7 732.5 732.6 1197.5 1031.1 730.4 802.7 282.3 274.3 417.3 -1.35 0.002
23 2352.1 2352.1 1745.7 2240.9 1952.9 1635.4 497.6 1693.3 1060.6 921.2 359.0 -1.33 0.020
1388 197.2 197.2 146.8 568.7 207.6 384.7 229.0 254.4 276.7 130.8 89.1 -1.33 0.034

241 1295.0 1295.0 888.5 1290.6 887.2 863.3 618.9 626.0 1107.9 464.7 274.6 -1.33 0.026



34
185
781
505
1226
118
442
179
347
971
1301
30
337
291
343
67
627
1341
167
42
250
1121
385
56
482
227
1177
1146
124
826
1052
84
380
96
935
70
882
165
412
890
19
1046

4604.2
1555.3
398.7
1061.7
531.4
2807.0
448.4
69.3
1507.5
319.1
348.7
1687.5
407.3
412.4
766.7
211.8
830.0
70.0
1886.0
227.7
2190.1
300.3
776.6
2295.7
1503.7
1362.9
571.0
987.4
1164.9
804.5
650.8
1027.5
337.0
1412.7
325.4
1063.4
240.7
1511.8
510.5
418.4
222.5
402.8

4604.2
1555.3
398.7
1061.7
531.4
2807.0
448.4
69.3
1507.5
319.1
348.7
1687.5
407.3
412.4
766.7
211.8
830.0
70.0
1886.0
227.7
2190.1
300.3
776.6
2295.7
1503.7
1362.9
571.0
987.4
1164.9
804.5
650.8
1027.5
337.0
1412.7
325.4
1063.4
240.7
1511.8
510.5
418.4
222.5
402.8

3865.6
705.7
660.8
851.3
401.7
1473.7
546.8
489.8
1292.0
535.5
365.3
923.1
483.9
1204.8
1119.5
128.7
478.9
204.1
2018.9
134.9
1467.2
466.9
608.3
1394.8
1049.8
1456.9
410.0
773.8
1560.9
529.3
531.1
1432.2
878.9
998.2
679.2
1266.3
327.8
1596.2
668.1
290.7
434.6
261.7

3968.3
2185.6
782.2
1050.9
720.1
1548.8
362.3
92.6
1678.5
247.6
614.5
232.2
67.2
1017.9
1263.7
103.6
708.3
248.7
2282.7
47.5
1335.8
395.1
933.5
596.4
893.1
1408.3
936.6
929.3
1409.4
1250.8
415.1
1444.5
237.3
1477.4
102.5
501.9
17.5
1388.7
93.7
362.8
126.2
415.0

5580.7
1439.8
592.0
1225.3
338.5
1703.0
406.5
142.4
1136.5
638.8
504.7
424.2
516.9
953.2
1185.6
252.0
139.6
67.2
1457.2
65.0
1804.0
254.7
768.1
1176.1
1610.2
1355.9
636.8
1104.5
1288.9
758.1
851.7
971.3
250.2
364.6
395.6
2038.6
335.2
1643.6
91.7
324.1
329.1
319.3

4757.0
787.4
649.4
1162.2
504.4
2350.6
509.0
55.8
1324.0
533.2
617.9
422.4
470.5
1181.3
953.8
49.2
463.8
200.8
1822.2
137.9
1701.9
237.7
592.8
874.0
1386.8
1385.3
728.0
946.2
1387.2
898.8
448.2
1366.1
870.8
1309.0
520.5
1686.8
284.2
942.9
774.8
372.0
242.7
398.5

4518.8
813.6
631.3
766.1
445.6
2137.3
268.9
98.0
1028.6
405.1
477.0
779.8
630.6
773.6
1228.7
1607.6
408.8
92.0
1087.1
1242.0
1180.5
398.6
1276.9
1733.8
2056.7
793.5
950.0
917.7
1489.1
865.1
442.3
1335.6
451.9
1121.5
195.8
2298.8
212.7
1109.9
700.4
524.7
135.9
597.4

3030.6
1805.3
464.1
7275
197.7
1039.7
2421
1267.6
904.8
324.5
756.5
187.1
811.8
660.8
622.6
315.2
349.3
108.1
1463.4
240.2
1530.0
396.3
542.3
865.8
1034.0
1196.7
648.2
900.7
946.6
900.2
546.5
1200.6
277.9
879.6
397.8
760.7
208.0
1984.0
258.5
799.9
2580.9
908.2

2417.0
1052.1
436.3
284.3
504.4
1852.8
312.2
63.0
1095.9
650.0
400.7
158.3
183.8
975.2
639.5
1125
494.5
103.4
1613.5
168.2
1370.0
451.1
720.9
902.8
568.6
1293.9
678.6
878.7
1059.8
983.3
301.7
1517.7
397.2
1337.5
321.9
2279.5
142.4
1109.4
488.0
524.3
2048.6
475.2

1794.0
960.4
318.7
241.0
182.4
1160.8
158.4
135.8
619.7
287.4
248.9
318.2
147.4
371.2
435.9
211.4
219.2
78.3
860.2
95.1
1047.9
214.2
375.5
769.1
510.4
470.9
365.8
528.7
625.0
486.9
248.8
759.9
258.6
823.5
893.6
3460.5
563.4
1799.6
815.1
662.4
1998.9
730.9

1573.2
126.1
141.2
518.5
181.8
489.8
169.4
92.8
446.3
90.2
174.4
241.0
246.3
389.6
401.6
91.0
195.8
40.0
699.6
157.2
374.2
123.8
339.9
467.8
740.7
765.5
2775
393.5
599.5
378.2
208.6
488.0
186.9
276.2
633.8
2468.5
430.2
4149.6
1069.0
1343.4
1357.9
1414.5

-1.31
-1.31
-1.29
-1.29
-1.28
-1.27
-1.25
-1.25
-1.24
-1.24
-1.23
-1.23
-1.21
-1.20
-1.20
-1.20
-1.19
-1.19
-1.13
-1.13
-1.12
-1.11
-1.11
-1.10
-1.08
-1.07
-1.07
-1.07
-1.05
-1.05
-1.04
-1.04
-1.02
-1.01
1.01

1.06

1.12

1.13

1.13

1.17

1.20

1.23

0.019
0.011
0.038
0.010
0.011
0.017
0.028
0.048
0.020
0.006
0.026
0.014
0.029
0.014
0.005
0.018
0.011
0.027
0.010
0.023
0.046
0.020
0.014
0.004
0.048
0.037
0.024
0.038
0.014
0.020
0.027
0.002
0.039
0.004
0.027
0.018
0.019
0.014
0.003
0.012
0.021
0.048



190
871
392
123
891
1218
256
650
1386
883
160
676
1076
588
1364
281
315
217
289
885
992

215

500.3
162.2
77.7

921.7
531.5
121.0
760.2
122.5
161.4
161.1
519.4
351.2
381.1
108.1
35.9

143.8
65.5

90.6

441

71.0

159.3

41.8

500.3
162.2
77.7

921.7
531.5
121.0
760.2
122.5
161.4
161.1
519.4
351.2
381.1
108.1
35.9

143.8
65.5

90.6

441

71.0

159.3

41.8

47.9

124.6
216.7
64.8

258.8
348.5
436.4
491.0
101.9
238.1
207.9
88.3

124.0
124.1
45.2

278.6
123.4
313.1
108.3
69.1

202.5

25.6

68.7
138.6
80.9
90.9
388.6
94.5
347.0
303.1
150.4
168.0
202.6
86.3
126.2
21.8
48.8
92.8
111.1
270.7
76.1
84.7
328.5

40.8

64.4
113.9
142.5
78.8
403.2
126.0
463.1
144.3
147.9
201.8
198.9
109.4
132.7
62.2
28.1
167.1
30.7
73.1
90.3
58.4
253.5

64.5

70.1
186.0
48.7
86.9
187.1
80.2
790.5
317.5
78.1
162.3
329.5
86.2
122.8
89.3
37.0
163.9
1.0
10.9
104.5
126.3
250.3

8.8

37.2
137.9
79.8
61.5
392.4
76.6
626.8
362.9
157.1
228.7
237.2
71.0
149.6
246.9
40.5
294.3
39.4
113.9
346.3
87.8
294.9

5.2

936.9
107.7
206.6
919.3
332.3
197.1
241.3
734.9
304.7
218.8
225.5
345.2
262.5
502.2
359.0
313.1
93.7

80.4

304.0
190.7
252.9

39.2

215.9
199.6
162.3
246.0
842.3
127.3
634.9
643.6
278.2
345.1
354.8
153.3
130.7
341.2
94.6

266.5
471

287.1
275.9
41.0

371.5

85.3

768.1
390.8
495.9
1222.2
922.3
436.3
1349.3
1091.2
480.1
627.3
789.7
719.7
595.3
516.3
471.6
770.1
201.1
771.4
861.3
506.0
1230.0

589.0

527.5
279.8
112.3
745.6
1180.3
321.8
1332.9
928.3
411.3
520.1
934.7
476.0
920.1
933.3
264.0
1128.3
391.9
979.9
1156.6
575.4
1948.0

789.0

1.24
1.25
1.30
1.31
1.31
1.33
1.34
1.38
1.40
1.46
1.62
1.70
1.84
1.91
2.09
2.22
2.27
2.47
2.53
2.59
2.59

4.19

0.013
0.037
0.045
0.027
0.036
0.032
0.018
0.020
0.029
0.009
0.017
0.036
0.007
0.005
0.036
0.012
0.012
0.029
0.032
0.002
0.022

0.017







Anexo V: Test de calidad de los Genechip Rat Genome 230 2.0 de Affymetrix

(Valores normalizados por el método RMA)
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Ensayo 90 dias - BoxPlot
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Ensayo 90 dias - Dendrograma (distancia Pearson; método de cluster: UPGMA)
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Ensayo 90 dias - PCA

PC2 (13.46%)

PC3 (7.65%)

50

-100

50

-50

PC2 (13.46%)

agh
. o]
_ s B
=
| = -
=5]
- %X 2
B
P
T T T T T T T
-150 -100 -50 0 50 100 150 200
PC1 (35.88%)
\:.
[ ]
. 2]
@ ™
XX A4
. 2
N 2]
=
XX
XX -
o
]
T T T T
-100 -50 0 50

PC3 (7.65%)

% de la varianza total explicada

50

50

15 20 25 30 35

10

=]
®
_ H
[
A
A
" &
=
XX
] E¢
5
B
T T T T T T T
-150 -100 -50 0 50 100 150

PC1 (35.88%)

Hﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂnnﬂmnnn

LI B IR

BEBE

-8
IIIIIIIIIII

LI BT I I S R

2=

8
g

28

=l
o o

ssss#..‘
2L FEEEE

]

mg_S0d

;;@@@%%
§§§§§§

IO ID: \> ‘D ‘UJ \:’

:

EEEEEEEEEEEET
> IWIP

Componentes

Tecnologias dmicas para la evaluacién de riesgos de las plantas modificadas genéticamente

221



Ensayo 90 dias, Hembras - PCA
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Ensayo 90 dias, Machos - PCA
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Ensayo 1 afno - Genes Control
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Ensayo 1 afilo — Degradacion RNA
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Ensayo 1 afo - BoxPlot

Ensayo 1 afio - Matriz de correlacion (distancia Pearson; método de cluster: UPGMA)
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Ensayo 1 afo - Dendrograma (distancia Pearson; método de cluster: UPGMA)
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Ensayo 1 afio - PCA

4 H_IsoA
4 H_mgA
& M_isoA
® M_mgA
(=
A ] 21 = » H66 1aA
= H66_1aB
® ® H66 1aC
o _| A H67mg_la A
bS] - % H67mg_1aB
@ H67mg 1aC
) M 66_1a A
2 o = M66_1aB
A - 4 M66_1aC
— — 4 ME7mg 1a A
R ° N 4 M687mg_1aB
] n o * M67mg_1acC
< Y o
ha il [}
] 3 o o -
= o o
3
]
]
|
g B - 4
™ 4 0
T T T T l T T T T l
-100 -50 0 50 100 -100 -50 0 50 100
PC1 (24.65%) PC1 (24.65%)
(=
S [
©
s S -
& o
o
@ =
& |l &
u 0]
2 8 2
o =]
© =
2 g
= L]
c
8 o 4 B T o |
a = -
©
>
o
o]
L] S
g F'y X
) A A
o .
T T T 1
-100 -50 0 50
PC2 (14.08%) Componentes

Anexos 228



Ensayo 1 afo, Hembras - PCA
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Ensayo 1 afo, Machos - PCA
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Anexo VI: Genes diferenciales en los transcriptomas de higado de rata correspondientes a los grupos con dietas

33% MON810 respecto a 33% near-isogenic.

Genes diferenciales en las hembras 67mg_90d del estudio A de toxicidad aguda de 90 dias (se ordenan segun la tasa de cambio, FC).

Transcript ID FC FDR Gene Symbol Description

1387874 _at -16.34 0.002188 Dbp D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein
1387156_at -14.29 0.00121 Hsd17b2 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2
1370816_at -13.17 0.003526  Nrid1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
1368458_at -4.03 0.002227 Cyp7at cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
1369864 _a_at -3.74 0.004306 Sds serine dehydratase

1390430_at -3.39 0.002935 Nri1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1387669_a_at -3.26 0.002531  Ephx1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)
1370541_at -3.25 0.003924  Nri1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1368511_at -2.98 0.000276  Bhlhe41 basic helix-loop-helix family, member e41

1397245_at -2.74 0.008878 Rad23a RAD23 homolog A (S. cerevisiae)

1387852_at -2.69 0.003924  Thrsp thyroid hormone responsive

1367633_at -2.67 0.007904  Gilul glutamate-ammonia ligase

1369657_at -2.66 0.004306 Cpat carboxypeptidase A1 (pancreatic)

1383472_at -2.54 0.003526  Aldh1b1 aldehyde dehydrogenase 1 family, member B1
1377900_at -2.53 0.009253 Abhd14b abhydrolase domain containing 14b

1369922_at 2.5 0.010929  Plbd2 phospholipase B domain containing 2

1384639_at -2.47 0.030868 Reepb receptor accessory protein 6

1395719_at -2.42 0.008408  Tufm Tu translation elongation factor, mitochondrial
1384243_at 2.4 0.011632  Spsb4 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 4
1368814 _at -2.37 0.014785  Aldh6at aldehyde dehydrogenase 6 family, member A1
1387521_at -2.36 0.010115  Pdcd4 programmed cell death 4

1389573_at -2.33 0.005231  Chact ChaC, cation transport regulator homolog 1 (E. coli)
1370150_a_at -2.32 0.015586  Thrsp thyroid hormone responsive

1374251_at -2.31 0.008871  Kcnj15 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 15
1374625_at -2.3 0.003082 Hes6 hes family bHLH transcription factor 6

1368916_at -2.29 0.003288  Asl argininosuccinate lyase

1381396_s_at -2.26 0.027806  KIf15 Kruppel-like factor 15

1381030_at -2.26 0.016156  Slu7 SLU7 splicing factor homolog (S. cerevisiae)
1370181_at -2.24 0.032222 Rab4a RAB4A, member RAS oncogene family
1387573_a_at -2.24 0.012184  Nr5a2 nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2
1395346_at -2.23 0.011269 Aamp angio-associated, migratory cell protein

1370372_at -2.23 0.004306 Rasd2 RASD family, member 2

1384381_at -2.21 0.020954  Abcat ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 1

1395274 _at 2.2 0.037442  Dst dystonin



1388229_a_at
1383037_at
1375560_at
1370851_a_at
1369275_s_at
1378745_at
1382809_at
1396167_at
1377869_at
1369790_at
1387053_at
1395411_at
1369941_at
1370950_at
1389694 _at
1374903_at
1372841_at
1368121_at
1382266_at
1380854 _at
1370952_at
1368213_at
1390480_at
1370020_at
1390880_at
1378860_at
1368621_at
1398273_at
1367855_at
1379238_at
1380865_at
1370583_s_at
1386985_at
1382280_at
1387295_at
1375423_at
1374027_at
1384071_at
1369072_at
1383002_at
1373053_at
1384882_at

-2.19
-2.18
-2.17
-2.17
-2.16
-2.16
-2.15
-2.15
-2.15
-2.13
-2.12
-2.12
-2.12
-2.11
-2.11
-2.09
-2.09
-2.08
-2.08
-2.08
-2.07
-2.07
-2.07
-2.06
-2.06
-2.06
-2.06
-2.05
-2.03
-2.03
-2.03
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.01
2.01

2.01

2.02

2.02

2.02

2.03

0.005105
0.021768
0.006963
0.006688
0.008961
0.008412
0.010018
0.013342
0.009318
0.003924
0.00889

0.02335

0.005547
0.003642
0.003337
0.00504

0.003523
0.00597

0.009779
0.004234
0.004616
0.013077
0.016597
0.005427
0.017563
0.007329
0.004306
0.017504
0.004196
0.019643
0.00725

0.014282
0.002227
0.019171
0.010466
0.00724

0.01314

0.006843
0.006989
0.028822
0.010671
0.029286

Mug1
Poldip2
Hoga1
Kalrn
Cyp2a1; Cyp2a2
Per3
Cirbp
Acp6
Ccrndl
Tat
Fmo1
Naprt1
Dap
Ppap2b
Ky
Gent2
Reep6
Akr7a3
Gpri146
Vegfb
Gstm2
Por
Kif13a
Slc25a10
Eif3l
Dpy19I3
Aqgp9
Efnail
Scarb1
Ctdspl

Abcb1a; Abcb1b
Gstm1

Uqgcre2

Sic6al2
LOC689959
Zfp187

Adh7
Phf20I1

Hectd2

murinoglobulin-1-like; murinoglobulin-2-like; murinoglobulin 1
polymerase (DNA-directed), delta interacting protein 2
4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase 1

kalirin, RhoGEF kinase

cytochrome P450, family 2, subfamily a, polypeptide 1; polypeptide 2
period circadian clock 3

cold inducible RNA binding protein

acid phosphatase 6, lysophosphatidic

CCRA4 carbon catabolite repression 4-like (S. cerevisiae)

tyrosine aminotransferase

flavin containing monooxygenase 1

nicotinate phosphoribosyltransferase domain containing 1
death-associated protein

phosphatidic acid phosphatase type 2B

kyphoscoliosis peptidase

glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2, I-branching enzyme

receptor accessory protein 6

aldo-keto reductase family 7, member A3 (aflatoxin aldehyde reductase)
G protein-coupled receptor 146

vascular endothelial growth factor B

glutathione S-transferase mu 2

P450 (cytochrome) oxidoreductase

kinesin family member 13A

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; dicarboxylate transporter), member 10
eukaryotic translation initiation factor 3, subunit L

dpy-19-like 3 (C. elegans)

aquaporin 9

ephrin A1

scavenger receptor class B, member 1

CTD (carboxy-terminal domain, RNA polymerase Il, polypeptide A) small phosphatase-like

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A; member 1B
glutathione S-transferase mu 1

ubiquinol cytochrome ¢ reductase core protein 2

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 12
hypothetical protein LOC689959

zinc finger protein 187

alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide
PHD finger protein 20-like 1

HECT domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2



1385098_at
1372760_at
1395207 _at
1384254 _at
1372823_at
1377037_at
1368247_at
1391006_at
1388395_at
1372928_at
1377064 _at
1371595_at
1383913_at
1377192_a_at
1397779_at
1375388_at
1390145_at
1375951_at
1380763_at
1391770_at
1383129_at
1390699_at
1398597 _at
1398595_at
1393086_at
1393159_at
1385533_at
1373210_at
1397676_at
1388758_at
1379815_at
1392846_at
1390801 _at
1387643_at
1393766_at
1375823_at
1383629_a_at
1390628_at
1378998_at
1384815_at
1393135_at
1379834 _at

2.03
2.03
2.03
2.04
2.04
2.04
2.04
2.05
2.07
2.07
2.08
2.08
2.08
2.09
2.09
2.1

2.1

2.1
2.11
2.1
2.12
2.13
2.13
2.13
2.14
2.16
2.17
2.18
2.18
2.2

2.2

2.22
2.23
2.24
2.24
2.26
2.27
2.27
2.27
2.27
2.29
2.3

0.00862
0.019143
0.020204
0.002531
0.033295
0.002324
0.003526
0.01438
0.002666
0.0130091
0.001982
0.006827
0.022893
0.003924
0.009304
0.02962
0.035102
0.0097
0.009883
0.016426
0.012983
0.007329
0.007908
0.01645
0.009318
0.013891
0.020257
0.006587
0.00724
0.017428
0.005052
0.008951
0.002555
0.006496
0.003526
0.009289
0.005734
0.005052
0.005734
0.006688
0.035816
0.009546

LOC100912411

Otud1

Hnrnpu

Acot4

Hspala; Hspalb

GO0s2
LOC100911652
Dusp6
LOC100912446
LOC100911719
Clpx

Thbd
Strbp

RGD1311595
Rnf144a
Uba6

Prpf4b
Lamb1

Ogt

Tmem?252
Fgf21

Rnpc3

uncharacterized LOC100912411

OTU deubiquitinase 1
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
acyl-CoA thioesterase 4

heat shock 70kD protein 1A; heat shock 70kD protein 1B (mapped)

G0/G1switch 2

uncharacterized LOC100911652
dual specificity phosphatase 6
uncharacterized LOC100912446
uncharacterized LOC100911719

caseinolytic mitochondrial matrix peptidase chaperone subunit

thrombomodulin
spermatid perinuclear RNA binding protein

similar to KIAA2026 protein
ring finger protein 144A
ubiquitin-like modifier activating enzyme 6

pre-mRNA processing factor 4B
laminin, beta 1

O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase

transmembrane protein 252
fibroblast growth factor 21

RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 3



1398698_at
1384146_at
1378595_at
1378074 _at
1393075_at
1377950_at
1398691_at
1395776_at
1378347_at
1380807_at
1384392_at
1389199_at
1395221_at
1385164 _at
1398440_at
1380769_at
1372868_at
1393051_at
1394756_at
1381732_at
1381714_at
1377133_at
1381556_at
1383486_at
1374142_at
1388924 _at
1383439_at
1394729_at
1373718_at
1396225_at
1397624 _at
1373777 _at
1376867_at
1376744 _at
1395896_at
1387312_a_at
1388674 _at
1380464 _at
1370510_a_at
1368692_a_at
1393852_at
1380669_at

2.3

2.32
2.32
2.33
2.33
2.34
2.34
2.34
2.35
2.36
2.37
2.37
2.38
2.39
2.4

2.4

2.48
2.53
2.54
2.54
2.56
2.64
2.66
2.68
2.68
2.7

2.71
2.71
2.72
2.72
2.75
2.79
2.85
2.85
2.86
2.87
2.87
2.96
3.02
3.25
3.3

3.38

0.015397
0.004478
0.009302
0.0025
0.018277
0.003924
0.003337
0.015405
0.018576
0.011053
0.011787
0.006568
0.033582
0.005734
0.010476
0.00725
0.003924
0.020595
0.003924
0.009289
0.019584
0.008569
0.00724
0.006671
0.007995
0.002022
0.00519
0.010402
0.005231
0.009883
0.0025
0.003082
0.010152
0.012486
0.00464
0.007513
0.00121
0.010421
0.002632
0.002647
0.010476
0.005105

LOC100912093
Pdk4

LOC100910934

Cyp26b1
RGD1309079

Pnisr

Tor3a
Armcxi
Rbm26

LOC100912622
Ddx60

Inhba

Prr15

Angptl4

Npas2

Tubb2a

Rgs16
Lgalsl

Zfp295
Gcek
Cdknila

Arntl
Chka
Vps37b

uncharacterized LOC100912093
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4

interferon-inducible GTPase 1-like; similar to interferon-inducible GTPase

cytochrome P450, family 26, subfamily b, polypeptide 1
similar to Ab2-095

PNN-interacting serine/arginine-rich protein

torsin family 3, member A
armadillo repeat containing, X-linked 1
RNA binding motif protein 26

uncharacterized LOC100912622

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60
inhibin beta-A

proline rich 15

angiopoietin-like 4

neuronal PAS domain protein 2

tubulin, beta 2A class lla

regulator of G-protein signaling 16
lectin, galactoside-binding-like

zinc finger protein 295
glucokinase
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
choline kinase alpha
vacuolar protein sorting 37 homolog B (S. cerevisiae)



1398566_at 3.38 0.012072

1373515_at 3.48 0.002754  Lgalsl lectin, galactoside-binding-like
1392640_at 4.46 0.004992 Cryl cryptochrome circadian clock 1
1398250_at 4.67 0.008289  Acoti acyl-CoA thioesterase 1

Genes diferenciales en las hembras 48mg_90d del estudio B de toxicidad aguda de 90 dias (se ordenan segun la tasa de cambio, FC).

Transcript ID FC FDR Gene Symbol Description

1387156_at -44.24 0.004045 Hsd17b2 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2

1387874 _at -16.43 0.004045 Dbp D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein
1370816_at -9.05 0.002702  Nrid1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
1371098_a_at  -6.02 0.022549  Masp2 mannan-binding lectin serine peptidase 2

1368621_at -5.99 0.003624  Agp9 aquaporin 9

1385707_at -5.56 0.005276  Lect2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2

1390430_at -5.23 0.002388 Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1387669_a_at -5.19 0.00798 Ephx1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)

1368458_at -5.19 0.002702 Cyp7at cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
1370950_at -5.19 0.019253  Ppap2b phosphatidic acid phosphatase type 2B

1367904 _at -4.94 0.004392 Respi8 regulated endocrine-specific protein 18

1373512_at -4.9 0.007725  llvbl ilvB (bacterial acetolactate synthase)-like

1370541_at -4.75 0.004124  Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1384126_a_at -4.64 0.005493 Cebpa CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha
1378745_at -4.64 0.019049 Per3 period circadian clock 3

1368435_at -4.6 0.004837 Cyp8b1 cytochrome P450, family 8, subfamily b, polypeptide 1
1398307_at -4.58 0.0116 Cyp3ai8 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 18
1369581 _at -4.55 0.004289 Pemt phosphatidylethanolamine N-methyltransferase

1368121_at -4.54 0.009796  Akr7a3 aldo-keto reductase family 7, member A3 (aflatoxin aldehyde reductase)
1380447_a_at  -4.45 0.026461 Mrps18c mitochondrial ribosomal protein S18C

1368943_at -4.31 0.009705 Rnase4 ribonuclease, RNase A family 4

1372841 _at -4.2 0.013944 Reep6 receptor accessory protein 6

1368224 _at -4.18 0.004216  Serpina3n serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N
1383242_a_at -4.13 0.007994 Cebpa CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha
1387759_s_at  -4.06 0.01937 Ugtiail - Ugt1a9 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A1; A2; A3; A5; A6; A7C; A8; A9
1377933_at -4.02 0.03318 Slc39a3 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 3
1369837_at -4 0.007756  Gulo gulonolactone (L-) oxidase

1371147_at -4 0.004567 Serpina3m serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A, member 3M
1368316_at -3.9 0.003461  Agp8 aquaporin 8

1373890_at -3.87 0.011256  Chchd5 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 5
1388300_at -3.86 0.005109  Mgst3 microsomal glutathione S-transferase 3

1368731_at -3.85 0.003826 Orm1 orosomucoid 1

1369693_a_at -3.82 0.008475 Slc1a2 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 2

1378075_at -3.82 0.01506 Tm9sf4 transmembrane 9 superfamily protein member 4



1393061_at
1377869_at
1375345_at
1369864 _a_at
1370359_at
1387053_at
1386280_at
1372254 _at
1367550_a_at
1374876_at
1374303_at
1386538_at
1387259_at
1385839_x_at
1370007_at
1391538_at
1368863_at
1387145_at
1387816_at
1374558_at
1387221_at
1370806_at
1370821_at
1368428_at
1369225_at
1387017_at
1368520_at
1388316_at
1367765_at
1367784 _a_at
1368490_at
1370134 _at
1368360_at
1372599_at
1385374 _at
1376733_at
1367927_at
1369664 _at
1387852_at
1368400_at
1370583_s_at
1370952_at

-3.8

-3.8

-3.79
-3.78
-3.76
-3.76
-3.76
-3.75
-3.75
-3.73
-3.69
-3.67
-3.67
-3.64
-3.63
-3.63
-3.6

-3.59
-3.58
-3.58
-3.55
-3.52
-3.52
-3.52
-3.49
-3.49
-3.48
-3.47
-3.42
-3.42
-3.41
-3.41
-3.38
-3.37
-3.37
-3.37
-3.36
-3.35
-3.34
-3.33
-3.32
-3.32

0.009295
0.005748
0.006157
0.012315
0.005203
0.002702
0.007357
0.002658
0.026367
0.004488
0.00713

0.035133
0.007248
0.03771

0.010831
0.021425
0.00814

0.011735
0.011802
0.006484
0.008225
0.005305
0.011175
0.00442

0.005957
0.005823
0.005305
0.004362
0.016199
0.015947
0.002702
0.002702
0.007519
0.00442

0.019824
0.012474
0.01143

0.027034
0.008225
0.012506
0.006813
0.016877

Ttc36
Ccrnél
Cnpy2
Sds
Amyia
Fmo1
Mettl7b
Serping1
Tm2d1
Leproti1
Alkbh2
RGD1310495
Cdh2
Tm2d1
Pdia4
Cideb
Nme3
Gijb1
Igfals
Icoslg
Gcht
Retsat
Tpmt
Xpnpep2
Kng2
Sqle
Apoa4d
RGD1566320
Ten2

Clu
Cd14
Slc33a1
Plg
Mgst2
Tef
Igsf11
Phb
Avpria
Thrsp
Timm8a1

Abcb1a; Abcb1b

Gstm2

tetratricopeptide repeat domain 36

CCR4 carbon catabolite repression 4-like (S. cerevisiae)
canopy FGF signaling regulator 2

serine dehydratase

amylase, alpha 1A (salivary)

flavin containing monooxygenase 1

methyltransferase like 7B

serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1
TM2 domain containing 1

leptin receptor overlapping transcript-like 1

alkB, alkylation repair homolog 2 (E. coli)

similar to KIAA1919 protein

cadherin 2

TM2 domain containing 1

protein disulfide isomerase family A, member 4

cell death-inducing DFFA-like effector b

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 3

gap junction protein, beta 1

insulin-like growth factor binding protein, acid labile subunit
inducible T-cell co-stimulator ligand

GTP cyclohydrolase 1

retinol saturase (all trans retinol 13,14 reductase)
thiopurine S-methyltransferase

X-prolyl aminopeptidase (aminopeptidase P) 2, membrane-bound
kininogen 2

squalene epoxidase

apolipoprotein A-IV

RGD1566320

transcobalamin 2

clusterin

CD14 molecule

solute carrier family 33 (acetyl-CoA transporter), member 1
plasminogen

microsomal glutathione S-transferase 2

thyrotrophic embryonic factor

immunoglobulin superfamily, member 11

similar to prohibitin; prohibitin

arginine vasopressin receptor 1A

thyroid hormone responsive

translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog A1 (yeast)
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A; member 1B
glutathione S-transferase mu 2



1371400_at
1379437_at
1387511_at
1373676_at
1370428_x_at
1388103_at
1385838_a_at
1394304 _at
1390455_at
1374625_at
1374254 _a_at
1369963_at
1387891_at
1370433_at
1375669_at
1383852_at
1371016_at
1389140_at
1374393_at
1372613_at
1387396_at
1368328_at
1373175_at
1389430_at
1394327 _at
1388534 _at
1384145_at
1372286_at
1371050_at
1383960_at
1381574 _at
1387725_at
1387599 _a_at
1378092_at
1383664 _a_at
1368368_a_at
1398780_at
1370807 _at
1386985_at
1369790_at
1384388_at
1370355_at

-3.32
-3.31
-3.3

-3.3

-3.29
-3.29
-3.28
-3.28
-3.27
-3.27
-3.26
-3.25
-3.25
-3.24
-3.24
-3.24
-3.21
-3.2

-3.19
-3.17
-3.17
-3.15
-3.14
-3.13
-3.13
-3.12
-3.1

-3.09
-3.09
-3.08
-3.08
-3.08
-3.06
-3.06
-3.05
-3.05
-3.05
-3.04
-3.04
-3.04
-3.04
-3.03

0.002702
0.014514
0.005231
0.015381
0.00951

0.00284

0.022724
0.006138
0.002702
0.00379

0.006418
0.040992
0.009235
0.008836
0.011125
0.014023
0.046807
0.001953
0.008225
0.006721
0.002702
0.01819

0.008118
0.002702
0.010845
0.022261
0.034121
0.012598
0.004392
0.007897
0.005231
0.011294
0.009206
0.012119
0.006312
0.007018
0.011443
0.012119
0.009447
0.010238
0.018415
0.012028

Thrsp
Cyp2ai

RT1-A2;RT1-EC2
Tmem37
Tm2d1

Abhd2
Hes6
Tmem?205
Pafah1b3
Prdx4
Hsd3b7
Fkbp2

LOC290071
Spcs2

Ptplb

Bdh2

Hamp

Gys2

Plbd1
Hsd17b7
RGD1564804
Sic31at
RGD1310495
Tspan6
Pon1
Pex16
Agmo

Gulo

Nqo1

Mdp1

Vps51

Lsr

Rabac1
Vmp1
Gstm1

Tat

Tmed9
Scd1

thyroid hormone responsive
cytochrome P450, family 2, subfamily a, polypeptide 1

RT1 class la, locus A2; RT1 class |, locus A3; RT1 class Ib, locus EC2
transmembrane protein 37
TM2 domain containing 1

abhydrolase domain containing 2

hes family bHLH transcription factor 6

transmembrane protein 205

platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, catalytic subunit 3

peroxiredoxin 4

hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 7
FK506 binding protein 2

similar to RIKEN cDNA A430107P09 gene

signal peptidase complex subunit 2 homolog (S. cerevisiae)
protein tyrosine phosphatase-like (proline instead of catalytic arginine), member b
3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 2

hepcidin antimicrobial peptide

glycogen synthase 2

phospholipase B domain containing 1

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 7

similar to chromosome 1 open reading frame 50

solute carrier family 31 (copper transporter), member 1
similar to KIAA1919 protein

tetraspanin 6

paraoxonase 1

peroxisomal biogenesis factor 16

alkylglycerol monooxygenase

gulonolactone (L-) oxidase

NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
magnesium-dependent phosphatase 1

vacuolar protein sorting 51 homolog (S. cerevisiae)
lipolysis stimulated lipoprotein receptor

Rab acceptor 1 (prenylated)

vacuole membrane protein 1

glutathione S-transferase mu 1

tyrosine aminotransferase

transmembrane emp24 protein transport domain containing 9
stearoyl-Coenzyme A desaturase 1



1379250_at
1368916_at
1383050_at
1371691_at
1399094 _at
1372746_at
1369971_a_at
1369491_at
1373150_at
1389980_at
1389487_at
1373500_at
1398260_a_at
1377739_at
1387868_at
1373810_at
1398874 _at
1368191_a_at
1370377_at
1379329_at
1371358_at
1368497_at
1372306_at
1388146_at
1374366_at
1378605_at
1371590_s_at
1369509_a_at
1370885_at
1370149_at
1367849_at
1387240_at
1370881_at
1370859_at
1389481_at
1374657_at
1367670_at
1384103_at
1385862_at
1369286_at
1392888_at
1398776_at

-2.89
-2.89
-2.89
-2.89
-2.89
-2.89

0.02823

0.009637
0.013449
0.005938
0.007415
0.013449
0.00952

0.007725
0.006243
0.007145
0.009637
0.004636
0.001593
0.034882
0.013522
0.00971

0.006243
0.005812
0.011443
0.020578
0.018246
0.002702
0.006808
0.015125
0.020966
0.006981
0.014728
0.004056
0.048699
0.006138
0.004121
0.003242
0.01084

0.004232
0.00442

0.007084
0.008042
0.010154
0.016036
0.01273

0.00659

0.015901

Galm

Asl

Cenpv
Rarres2
Churc1
RGD1566239
Hnrpd

Dao

Comtd1
Cnih4
Dnajb12
Lrpprc
Serpind1
Gng12

Lbp
Pla2g12a
Atxn10
Slc22a1
Cyp2d1; Cyp2d5
Pcbd2
RGD1560015; Tecr
Abcc2

Ethe1
LOC100912222
Slc39a4
Sigirr

Ubl5

A1bg

Ctsz

Asgri

Sdc1

Rdh7

Tst

Pdia6
RGD735065
Anks4b

Fh

Hyi

Armc9

Proc

Gpc4

Rpn2

galactose mutarotase (aldose 1-epimerase)

argininosuccinate lyase

centromere protein V

retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2
churchill domain containing 1

similar to RIKEN cDNA 2810428115

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D

D-amino-acid oxidase

catechol-O-methyltransferase domain containing 1

cornichon family AMPA receptor auxiliary protein 4

DnadJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 12

leucine-rich pentatricopeptide repeat containing

serpin peptidase inhibitor, clade D (heparin cofactor), member 1
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 12
lipopolysaccharide binding protein

phospholipase A2, group XIIA

ataxin 10

solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 1
cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 1; polypeptide 5
pterin 4 a carbinolamine dehydratase/dimerization cofactor of hepatocyte nuclear factor 1 alpha
similar to glycoprotein, synaptic 2; trans-2,3-enoyl-CoA reductase
ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 2
ethylmalonic encephalopathy 1

uncharacterized LOC100912222

solute carrier family 39 (zinc transporter), member 4

single immunoglobulin and toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain
ubiquitin-like 5

alpha-1-B glycoprotein

cathepsin Z

asialoglycoprotein receptor 1

syndecan 1

retinol dehydrogenase 7

thiosulfate sulfurtransferase

protein disulfide isomerase family A, member 6

similar to G1:13385412-like protein splice form |

ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 4B
fumarate hydratase

hydroxypyruvate isomerase

armadillo repeat containing 9

protein C

glypican 4

ribophorin Il



1373963_at
1389111_at
1398378_at
1373204 _at
1393826_at
1369698_at
1369011_at
1393219_at
1380865_at
1369206_at
1367843_at
1368431_at
1390125_at
1374478_at
1378225_at
1368695_at
1380555_at
1388463_at
1370946_at
1376437_at
1370020_at
1372210_at
1378138_at
1373790_at
1376062_at
1367513_at
1390587_x_at
1377666_at
1392498_at
1388985_at
1369941_at
1368059_at
1374251_at
1375516_at
1373387_at
1375120_at
1379240_at
1369074 _at
1370150_a_at
1398933_at
1371030_at
1371668_at

-2.89
-2.89
-2.88
-2.88
-2.88
-2.87
-2.85
-2.85
-2.85
-2.84
-2.84
-2.84
-2.84
-2.84
-2.84
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.83
-2.82
-2.82
-2.82
-2.82
-2.81
-2.81
-2.81
-2.8

-2.8

-2.8

-2.79
-2.78
-2.78
-2.78
-2.78
-2.76
-2.76
-2.76
-2.76
-2.75
-2.75
-2.75

0.006808
0.004669
0.002702
0.008291
0.011177
0.003639
0.011056
0.011361
0.006243
0.004124
0.036609
0.00798

0.009266
0.009587
0.03688

0.005231
0.013786
0.012119
0.010024
0.00652

0.01092

0.011824
0.014923
0.008726
0.012452
0.015701
0.010459
0.006449
0.006334
0.013157
0.011177
0.005195
0.006813
0.007487
0.00748

0.009996
0.006604
0.008161
0.01804

0.011177
0.007725
0.025159

Hdhd3

Gstk1
Tmem176a
Apon
Abcc3
Apoab

C2; Cfb

Cpb2

Akr7a2

Hpn

Tm9sf1
RGD1305347

C4bpb

Faf2

Tex264

Nfix
LOC100910823
Slc25a10
Mospd3

Kif16b

Car14

Sdc1

Tm9sf4
LOC102549923
Chdh

Ppp2r5¢c

Dap
Crym
Kenj15
Ndufc2
Slirp
ld4
Mbl2
Slc38a4
Thrsp
Higd2a
Spp2

haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 3

glutathione S-transferase kappa 1

transmembrane protein 176A

apolipoprotein N

ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 3
apolipoprotein A-V

complement component 2; complement factor B

carboxypeptidase B2 (plasma)

aldo-keto reductase family 7, member A2 (aflatoxin aldehyde reductase)
hepsin

transmembrane 9 superfamily member 1

similar to RIKEN cDNA 2610528J11

complement component 4 binding protein, beta

Fas associated factor family member 2

testis expressed 264

nuclear factor I/X (CCAAT-binding transcription factor)
derlin-2-like

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; dicarboxylate transporter), member 10
motile sperm domain containing 3

kinesin family member 16B

carbonic anhydrase 14

syndecan 1

transmembrane 9 superfamily protein member 4

zinc finger protein 120-like; zinc finger protein 91-like
choline dehydrogenase

protein phosphatase 2, regulatory subunit B', gamma

death-associated protein

crystallin, mu

potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 15
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2
SRA stem-loop interacting RNA binding protein

inhibitor of DNA binding 4

mannose-binding protein C-like; mannose-binding lectin (protein C) 2
solute carrier family 38, member 4

thyroid hormone responsive

HIG1 hypoxia inducible domain family, member 2A

secreted phosphoprotein 2



1371346_at -2.74 0.007977  Ndufb6 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 6

1372156_at -2.74 0.008787 Tmem97 transmembrane protein 97

1369922_at -2.73 0.031241  Plbd2 phospholipase B domain containing 2

1373011_at -2.73 0.010891 Fam134b family with sequence similarity 134, member B

1382431_at -2.72 0.017468 Abcat ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 1
1368335_at -2.72 0.008267 Apoat apolipoprotein A-l

1387658_at -2.72 0.01699 Eef2k eukaryotic elongation factor-2 kinase

1398962_at -2.72 0.014923 Abhd17a abhydrolase domain containing 17A

1370151_at -2.72 0.018391 Cpst carbamoyl-phosphate synthetase 1

1388569_at -2.71 0.010443  Serpinf1 serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment epithelium derived factor), 1
1387636_a_at -2.7 0.011494 Tmeml4c transmembrane protein 14C

1367465_at -2.7 0.007248 Dad1 defender against cell death 1

1387936_at -2.7 0.01273 Sult2a2 sulfotransferase family 2A, dehydroepiandrosterone (DHEA)-preferring, member 2
1370305_at -2.69 0.007226 Yifla Yip1 interacting factor homolog A (S. cerevisiae)

1368280_at -2.69 0.009306 Ctsc cathepsin C

1372706_at -2.69 0.012504 Hexb hexosaminidase B

1374222_at -2.69 0.001953 Slc22a18 solute carrier family 22, member 18

1367786_at -2.68 0.011177  Psmb8 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8
1367999_at -2.68 0.011557  Aldh2 aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)
1371548_at -2.68 0.008787  Mrps25 mitochondrial ribosomal protein S25

1373420_at -2.68 0.003277  Ecsit ECSIT signalling integrator

1379118_at -2.68 0.007519 LOC102550246 uncharacterized LOC102550246

1389445_at -2.67 0.009024 LOC102554302 zinc finger protein 688-like

1381768_at -2.67 0.013508  Mthfs 5,10-methenyltetrahydrofolate synthetase (5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase)
1384582_at -2.67 0.040788 Traf6 TNF receptor-associated factor 6, E3 ubiquitin protein ligase
1374475_at -2.67 0.019562  Abhd1 abhydrolase domain containing 1

1388361_at -2.67 0.007018  Ndufb10 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 10
1387243_at -2.66 0.005748 Cypla2 cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2
1386877_at -2.66 0.007744  Ap2si adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit
1373372_at -2.65 0.001953 LOC501282 similar to lymphocyte antigen 6 complex, locus E ligand
1369226_at -2.65 0.010154 Kng2 kininogen 2

1368583_a_at -2.65 0.010961 Hrg; LOC681544 histidine-rich glycoprotein; similar to histidine-rich glycoprotein
1396142_at -2.65 0.016982 Mrps9 mitochondrial ribosomal protein S9

1368653_a_at -2.64 0.018766  Park7 parkinson protein 7

1371355_at -2.64 0.006395 Ndufa8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 8
1398308_at -2.64 0.005407 Rpa3 replication protein A3

1372688_at -2.64 0.021911  Exosc7 exosome component 7

1374455_at -2.63 0.006766 Rnaseh2c ribonuclease H2, subunit C

1387819_at -2.63 0.006312 Celat chymotrypsin-like elastase family, member 1

1370086_at -2.63 0.008073 Fgg fibrinogen gamma chain

1399047 _at -2.63 0.014728  Mrpl27 mitochondrial ribosomal protein L27

1392535_at -2.63 0.016388 Pycrl pyrroline-5-carboxylate reductase-like



1373866_at
1372762_at
1383348_at
1388731_at
1371335_at
1372704 _at
1376174_at
1371680_at
1367991 _at
1389615_at
1388202_at
1388626_at
1393831 _at
1367662_at
1383328_x_at
1373834 _at
1373121_at
1389734 _x_at
1398923_at
1376727_at
1387609_at
1383497_at
1382975_at
1368055_a_at
1369986_at
1388315_at
1388680_at
1387038_at
1385585_at
1371536_at
1370397_at
1399011_at
1368399_a_at
1371266_at
1371807_at
1383587_at
1371619_at
1383241_at
1371688_at
1367988_at
1377730_at
1397304 _at

-2.63
-2.63
-2.63
-2.62
-2.62
-2.62
-2.62
-2.62
-2.62
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.61
-2.6

-2.6

-2.6

-2.6

-2.6

-2.6

-2.59
-2.59
-2.59
-2.59
-2.59
-2.59
-2.58
-2.58
-2.58
-2.58
-2.57
-2.57
-2.57
-2.57
-2.57
-2.57
-2.56
-2.56
-2.56

0.008327
0.017574
0.002658
0.017807
0.013048
0.006813
0.011842
0.009998
0.00952
0.002702
0.02616
0.007248
0.006243
0.009547
0.032795
0.009558
0.024166
0.006449
0.016658
0.036683
0.006439
0.01766
0.005748
0.007897
0.022642
0.006157
0.019891
0.009033
0.020752
0.015329
0.011232
0.031474
0.004232
0.007725
0.022878
0.029159
0.015725
0.029431
0.006157
0.003499
0.0116
0.012437

Coq10b
Hddc3

Zadh2
Atp5l
Ostc
Serpinaii
Gabarapli
Ges1

Derl1; LOC501445

RT1-EC2
Ddrgk1
Hykk
Hsd17b10
Pdcd4
Mef2bnb
Mrps28
RT1-T24-4
Rnasek
Yipf4
Carba
Glyctk
Ceacam1i
Lmna
Hagh
Ndufb11
Cigaltict

Ccs; LOC100911589

LOC690286
Carhsp1
Cyp4a3
Cops6

Cpq

Afm

Atraid

Ptplad1
RGD1310352
Cir

Tram1
Cyp2c23
RGD1310769

Igtp

coenzyme Q10 homolog B (S. cerevisiae)
HD domain containing 3

zinc binding alcohol dehydrogenase, domain containing 2

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit G
oligosaccharyltransferase complex subunit (non-catalytic)

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 11
GABA(A) receptor-associated protein like 1

glucosidase 1

derlin 1; derlin-1-like

RT1 class Ib, locus EC2

DDRGK domain containing 1

hydroxylysine kinase

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10

programmed cell death 4

MEF2B neighbor

mitochondrial ribosomal protein S28

RT1 class |, locus T24, gene 4

ribonuclease, RNase K

Yip1 domain family, member 4

carbonic anhydrase 5a, mitochondrial

glycerate kinase

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (biliary glycoprotein)
lamin A/C

hydroxyacyl glutathione hydrolase

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11

C1GALT1-specific chaperone 1

copper chaperone for superoxide dismutase; copper chaperone for superoxide dismutase-like
similar to hepatic leukemia factor

calcium regulated heat stable protein 1

cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 3

COP9 signalosome subunit 6

carboxypeptidase Q

afamin

all-trans retinoic acid-induced differentiation factor

protein tyrosine phosphatase-like A domain containing 1

similar to HTGN29 protein; keratinocytes associated transmembrane protein 2
complement component 1, r subcomponent

translocation associated membrane protein 1

cytochrome P450, family 2, subfamily c, polypeptide 23

similar to HSPC288

interferon gamma induced GTPase



1386773_at
1373442_at
1389062_at
1390031_at
1373513_at
1368442_at
1373947 _at
1371309_at
1393361_at
1373668_at
1381709_at
1381939_at
1373625_at
1387782_at
1382179_at
1378842_at
1370108_a_at
1370925_at
1367648_at
1379322_at
1387280_a_at
1375423_at
1371905_at
1380060_at
1378860_at
1384271_at
1386571_at
1375362_at
1369960_at
1371258_at
1371319_at
1398984 _at
1398786_at
1387120_at
1381937_at
1388851_at
1368940_at
1374892_at
1369992_at
1388246_at
1387283_at
1386899_at

-2.56
-2.56
-2.55
-2.55
-2.55
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.54
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.52
-2.52
-2.52
-2.52
-2.52
-2.51
-2.51
-2.51
-2.51
-2.5

-2.5

-2.5

-2.5

-2.5

-2.5

-2.5

-2.5

-2.5

-2.49
-2.49
-2.49
-2.49
-2.48
-2.48
-2.48

0.018235
0.012183
0.020231
0.004521
0.002844
0.006666
0.008519
0.008957
0.01346

0.007786
0.011824
0.019948
0.007505
0.004045
0.026163
0.010712
0.016658
0.00855

0.006781
0.027919
0.007804
0.008161
0.009238
0.01766

0.007725
0.013618
0.011142
0.014021
0.018662
0.024063
0.020953
0.009743
0.001953
0.009078
0.009559
0.009206
0.007638
0.01238

0.008726
0.007234
0.009503
0.002658

Btd
Os9

Orait

F2

Dpt

Tmbim6

Snrnp25
LOC100911822 Polr2i
Rnf19b

Shmt1
Dynli2
Rdh14
Gabarapli
Lin7a
Atp9a
Igfbp2
Psmd7
Slc7a5
LOC689959
Tmem248
Topimt
Dpy19I3

Tom1l1
Sppl2a
Fxyd1
Fga
Itm2b
Tm2d2
Psmb2
Psmc3

Hspa9; LOC100912578
P2ry2

Sat2

Psmd1

Clu

Mx2

Ctsh

biotinidase

osteosarcoma amplified 9

IK cytokine

ORAI calcium release-activated calcium modulator 1

coagulation factor Il

dermatopontin

transmembrane BAX inhibitor motif containing 6

small nuclear ribonucleoprotein 25 (U11/U12)

DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB9-like; polymerase Il (DNA directed) |
ring finger protein 198

serine hydroxymethyltransferase 1 (soluble)

dynein light chain LC8-type 2

retinol dehydrogenase 14 (all-trans/9-cis/11-cis)

GABA(A) receptor-associated protein like 1

lin-7 homolog a (C. elegans)

ATPase, class Il, type 9A

insulin-like growth factor binding protein 2

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 7
solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, L system), member 5
hypothetical protein LOC689959

transmembrane protein 248

topoisomerase (DNA) |, mitochondrial

dpy-19-like 3 (C. elegans)

target of myb1 (chicken)-like 1

signal peptide peptidase-like 2A

FXYD domain-containing ion transport regulator 1
fibrinogen alpha chain

integral membrane protein 2B

TM2 domain containing 2

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 2
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3

heat shock protein 9; stress-70 protein, mitochondrial-like
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 2
spermidine/spermine N1-acetyltransferase family member 2
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 1
clusterin

myxovirus (influenza virus) resistance 2

cathepsin H



1373391_at -2.48 0.029401  Tmco1 transmembrane and coiled-coil domains 1

1367795_at -2.48 0.007543  Ifrd1 interferon-related developmental regulator 1

1375220_at -2.48 0.005305 Ndufa11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex 11
1377758_at -2.48 0.00951 Hsd17b13 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 13

1371782_at -2.48 0.007788 Nipsnap3b nipsnap homolog 3B (C. elegans)

1376702_at -2.48 0.010062 Mict megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts 1
1384112_at -2.48 0.001768

1398879_at -2.47 0.008128 Tmem66 transmembrane protein 66

1371634 _at -2.47 0.007638 Tmem126a transmembrane protein 126A

1388213_a_at  -2.47 0.017077 RT1-S3 RT1 class Ib, locus S3

1367839_at -2.47 0.019724  Fdft1 farnesyl diphosphate farnesyl transferase 1

1398853_at -2.47 0.009558 Psmb3 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 3
1384841_at -2.47 0.049869

1373080_at -2.46 0.028723  Papola poly (A) polymerase alpha

1388271_at -2.46 0.002702 Mt2A metallothionein 2A

1368379_at -2.46 0.018882  Scarb2 scavenger receptor class B, member 2

1373815_at -2.46 0.009949 Lman2 lectin, mannose-binding 2

1381982_at -2.46 0.006243 Uapili UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1-like 1
1384602_at -2.46 0.015719  Gpri107 G protein-coupled receptor 107

1372247 _at -2.46 0.008208 Ddost dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase
1373198_at -2.46 0.027714  Dnajc22 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 22
1372012_at -2.46 0.007415

1388983_at -2.45 0.010831 RGD1305045 similar to hypothetical protein

1370563_at -2.45 0.008161  Akric14 aldo-keto reductase family 1, member C14

1375933_at -2.45 0.011885 Cldn2 claudin 2

1372462_at -2.45 0.015329  Acat2 acetyl-CoA acetyltransferase 2

1391483_at -2.45 0.019897  Creb3I3 cAMP responsive element binding protein 3-like 3
1376807_at -2.45 0.007897 Rabl3 RAB, member of RAS oncogene family-like 3

1389573_at -2.45 0.007357 Chact ChaC, cation transport regulator homolog 1 (E. coli)
1371912_at -2.45 0.007357  Ndufs7 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 7
1367982_at -2.45 0.005748 Alas1 aminolevulinate, delta-, synthase 1

1367892_at -2.45 0.011177  Pdk2 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 2

1368314 _at -2.45 0.00442 Ggex gamma-glutamyl carboxylase

1380351_at -2.45 0.007318 LOC102554026 uncharacterized LOC102554026

1369701_at -2.44 0.00143 Lipc lipase, hepatic

1379587_at -2.44 0.020297 Rdh5 retinol dehydrogenase 5 (11-cis/9-cis)

1399004 _at -2.44 0.005276 LOC100910944 Romo1 reactive oxygen species modulator 1-like; reactive oxygen species modulator 1
1367677_at -2.44 0.00442 Prdx5 peroxiredoxin 5

1374279_at -2.44 0.009033  Aimp1 aminoacyl tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 1
1368085_at -2.44 0.0116 Gchfr GTP cyclohydrolase | feedback regulator

1396933_s_at -2.44 0.029764 Akricl4 aldo-keto reductase family 1, member C14

1384580_at -2.44 0.019954 C6 complement component 6



1381394 _at
1388497_at
1376501 _at
1388552_at
1371513_at
1370363_at
1387279_at
1370964 _at
1372421 _at
1388326_at
1399073_at
1388330_at
1394577 _at
1387108_at
1370321_at
1377084 _at
1373874 _at
1368226_at
1391463_at
1373002_at
1368790_at
1368275_at
1370295_at
1374569_at
1375247_at
1367885_at
1373686_at
1375529_at
1375924 _at
1375856_at
1388148_a_at
1371594 _at
1375428_at
1373745_at
1387064 _at
1372401 _at
1379353_at
1368004 _at
1393192_at
1387583_at
1369200_at
1389588_at

-2.44
-2.44
-2.44
-2.44
-2.44
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.43
-2.42
-2.42
-2.42
-2.41
-2.41
-2.41
-2.41
2.4

2.4

2.4

2.4

2.4

2.4

-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.39
-2.38
-2.38
-2.38

0.048501
0.01016

0.004045
0.017347
0.015958
0.007897
0.007725
0.018049
0.017602
0.017759
0.003009
0.006083
0.009503
0.011926
0.010382
0.001953
0.010599
0.005116
0.010154
0.014662
0.009238
0.009251
0.007082
0.014536
0.009317
0.013077
0.00976

0.011735
0.011675
0.010965
0.009976
0.021549
0.009069
0.007267
0.011477
0.004007
0.004837
0.006929
0.004229
0.018195
0.028977
0.019933

Snx27
Acot13
Arhgap8
Smpd1

Cesi1d

Fi1r

Assi

Aga

Ndufs8

Otub1; RGD1565010
Vkorc1

Esrrg

Csnk2b

Aifm1

Dnph1
Ddx58
Mrps9
LOC100909524 Serpinal0
Msmo1
Nme1
Grwd1
Mgll
Pxmp2
Serpina6
Cbr4
Fabp12

Lrpap1
Fis1
Creg1
Gtf2h4
Pex2
Nans
Aasdhppt
Mrpl23

Cyp26at
Nt5e
Cant1

sorting nexin family member 27

acyl-CoA thioesterase 13

Rho GTPase activating protein 8

sphingomyelin phosphodiesterase 1, acid lysosomal

carboxylesterase 1D

F11 receptor

argininosuccinate synthase 1

aspartylglucosaminidase

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8

OTU deubiquitinase, ubiquitin aldehyde binding 1; similar to HSPC263
vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1

estrogen-related receptor gamma

casein kinase 2, beta polypeptide

apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated 1

2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-hydrolase 1

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58

mitochondrial ribosomal protein S9

protein Z-dependent protease inhibitor-like; serpin peptidase inhibitor, clade A member 10
methylsterol monooxygenase 1

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 1

glutamate-rich WD repeat containing 1

monoglyceride lipase

peroxisomal membrane protein 2

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6
carbonyl reductase 4

fatty acid binding protein 12

low density lipoprotein receptor-related protein associated protein 1

fission 1 (mitochondrial outer membrane) homolog (S. cerevisiae)

cellular repressor of E1A-stimulated genes 1

general transcription factor Il H, polypeptide 4

peroxisomal biogenesis factor 2

N-acetylneuraminic acid synthase

aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl transferase
mitochondrial ribosomal protein L23

cytochrome P450, family 26, subfamily a, polypeptide 1
5' nucleotidase, ecto
calcium activated nucleotidase 1



1387812_at -2.38 0.019343 Pcsk6 proprotein convertase subtilisin/kexin type 6

1371523_at -2.38 0.046921 Commd1 copper metabolism (Murr1) domain containing 1

1376431_at -2.38 0.015939  Sil SIL1 nucleotide exchange factor

1390020_at -2.38 0.022531  Ogdh oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide)
1377015_at -2.38 0.002455

1388732_at -2.37 0.044331  SIc35f5 solute carrier family 35, member F5

1375071 _at -2.37 0.035529 Nup133 nucleoporin 133

1388988_at -2.37 0.010847  Abhd14b abhydrolase domain containing 14b

1371444 _at -2.37 0.016547 Cers2 ceramide synthase 2

1398939_at -2.37 0.014502 OrmdI3 ORMDL sphingolipid biosynthesis regulator 3

1367468_at -2.37 0.014692  Scand1 SCAN domain-containing 1

1373025_at -2.37 0.010613 Ciqc complement component 1, g subcomponent, C chain
1372001 _at -2.37 0.014173 Fam96b family with sequence similarity 96, member B

1388755_at -2.37 0.009266

1370878_at -2.36 0.001561  Urod uroporphyrinogen decarboxylase

1372556_at -2.36 0.004392 LOC100911840 Polr2I DNA-directed RNA polymerases |, Il, and Il subunit RPABC5-like; polymerase |l (DNA directed) L
1388583_at -2.36 0.006808 Cxcl12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12

1375211_at -2.36 0.008988 Rnaset2 ribonuclease T2

1371988_at -2.36 0.014916 Man1ai mannosidase, alpha, class 1A, member 1

1371833_at -2.36 0.017638 Bri3 brain protein 13

1374947 _at -2.36 0.024416 Bcar3 breast cancer anti-estrogen resistance 3

1375259_at -2.36 0.009876  Eif4ebp2 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2
1371041_at -2.36 0.012368 Ndufv2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2
1391806_at -2.35 0.002702  Itih2 inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 2

1386987_at -2.35 0.006721  li6r interleukin 6 receptor

1368184 _at -2.35 0.009115 Psmd9 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 9
1370861_at -2.35 0.007153 Cox6at cytochrome c oxidase, subunit Vla, polypeptide 1

1367635_at -2.35 0.006109 P4hb prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide

1371962_at -2.35 0.004124  Tufm Tu translation elongation factor, mitochondrial

1377660_at -2.35 0.006312 LOC100911028; RGD1309350 5-hydroxyisourate hydrolase-like; similar to transthyretin (4L369)
1387109_at -2.35 0.004189 Por P450 (cytochrome) oxidoreductase

1390326_at -2.35 0.00442 Ang angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5

1378634 _at -2.35 0.031486 Hdac8; LOC100911968 histone deacetylase 8; histone deacetylase 8-like

1370036_at -2.35 0.00797 Suox sulfite oxidase

1393218_at -2.35 0.005319

1380561_at -2.35 0.00987 lars2 isoleucyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial

1374676_at -2.35 0.013744

1370232_at -2.34 0.005276  Ivd isovaleryl-CoA dehydrogenase

1374439 _at -2.34 0.012368  Yipf3 Yip1 domain family, member 3

1373335_at -2.34 0.006205 Zdhhc9 zinc finger, DHHC-type containing 9

1399146_at -2.34 0.033139  Dolk dolichol kinase

1367482_at -2.34 0.011443  Anapcii anaphase promoting complex subunit 11



1368618_at
1367796_at
1382936_at
1371410_at
1388071_x_at
1372752_at
1369275_s_at
1398914 _at
1390802_at
1367728_at
1398750_at
1387336_at
1369799_at
1387703_a_at
1370897_at
1369063_at
1369678_a_at
1373304 _at
1388517_at
1388365_at
1388364 _at
1393213_at
1398516_at
1388501_at
1398267_at
1375879_at
1372700_at
1382809_at
1388362_at
1374033_at
1388809_at
1371961 _at
1392417_s_at
1369934 _at
1388469_at
1368249_at
1369473_at
1367939_at
1372087_at
1374465_at
1375209_at
1367514 _at

-2.34
-2.34
-2.34
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.33
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.32
-2.31
-2.31
-2.31
-2.31
-2.31
-2.31
-2.31
-2.31
-2.3

-2.3

-2.3

-2.3

-2.3

-2.3

-2.3

0.024915
0.009637
0.019626
0.009447
0.028535
0.007842
0.037919
0.00302

0.018766
0.026461
0.012287
0.00143

0.01115

0.01247

0.018564
0.028723
0.016193
0.009927
0.008125
0.048112
0.007011
0.022531
0.006813
0.009447
0.011186
0.004301
0.027908
0.036567
0.007786
0.00798

0.007153
0.020445
0.021569
0.011406
0.002427
0.004581
0.041214
0.010971
0.004837
0.007547
0.004581
0.006028

Grb14
Mgat1
Zfhx3
Wdr83os
RT1-EC2
Tspan4
Cyp2a1; Cyp2a2
Polr2j
Plgrkt
Tsn

Calr
Nat8
Abat
Usp2
Bckdha
Anp32a
Nfia
Coasy
Mrpl40
Atp6v0d1
Ndufs3
Ccnl2
Goltla
MGC125239
Slc22a7

Cirbp
LOC100911483
Psmb10
Smpdi3a

Pld3

Tp53rk

Ppib

KIf15

Pgm1

Rbp1

lah1

Uxt

Osbpl11
LOC361635

growth factor receptor bound protein 14

mannosyl! (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase
zinc finger homeobox 3

WD repeat domain 83 opposite strand

RT1 class Ib, locus EC2

tetraspanin-4-like; tetraspanin 4

cytochrome P450, family 2, subfamily a, polypeptide 1; polypeptide 2
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide J

plasminogen receptor, C-terminal lysine transmembrane protein
translin

calreticulin

N-acetyltransferase 8

4-aminobutyrate aminotransferase

ubiquitin specific peptidase 2

branched chain ketoacid dehydrogenase E1, alpha polypeptide
acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A
nuclear factor I/A

CoA synthase

mitochondrial ribosomal protein L40

ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit D1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 3

cyclin L2

golgi transport 1A

hypothetical protein LOC686179

solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 7

cold inducible RNA binding protein

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13-like
proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 10
sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3A

phospholipase D family, member 3

similar to TP53-regulating kinase (Nori-2); TP53 regulating kinase
peptidylprolyl isomerase B

Kruppel-like factor 15

phosphoglucomutase 1

retinol binding protein 1, cellular

isoamyl acetate-hydrolyzing esterase 1 homolog (S. cerevisiae)
ubiquitously-expressed, prefoldin-like chaperone

oxysterol binding protein-like 11

similar to RIKEN cDNA 9030624J02



1376715_at
1371720_at
1383737_at
1372073_at
1367613_at
1368272_at
1371432_at
1376134 _at
1387885_at
1379784 _at
1372513_at
1375346_at
1383652_at
1371699_at
1382200_at
1391629_at
1389585_at
1386990_at
1387778_at
1368311_at
1371851_at
1376592_at
1383392_at
1373469_at
1372170_at
1380407_at
1376418_a_at
1367510_at
1383796_at
1379420_at
1394207_at
1388491_at
1398358_a_at
1398249_at
1367651_at
1388798_at
1373585_at
1368840_at
1370547_at
1398887 _at
1398784 _at
1372026_at

-2.3

-2.3

-2.3

-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.29
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.28
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27

0.035035
0.006721
0.005664
0.006334
0.004488
0.011756
0.011919
0.002702
0.017238
0.027348
0.04649

0.007564
0.009389
0.004151
0.007322
0.012134
0.020674
0.00442

0.041071
0.010413
0.012743
0.00952

0.003968
0.020418
0.007329
0.009156
0.011175
0.006808
0.018495
0.006813
0.008091
0.024068
0.002702
0.006243
0.016193
0.024719
0.015273
0.014313
0.007084
0.019311
0.013945
0.034257

Micu1
Mrpl20

Gatad2a
Prdx1; Prdx11
Got1

Vat1

Mrit

Fcort

Pex7

Rac1
RGD1563941
Jagn1

Cenpv

Pvri1

Ebp

Sdf4

Mgmt

Psmd6

Mcee

C2; Cfb
Ptplad1

Acy1
RGD1310352
lars

Txndc15
Marc1
RGD1565002

Itgb5
SlIc25a20
Ctsd

Ube2e2
Cox16
Tmem176b
Pzp

Lamtor2
C1igbp
RGD1359310

mitochondrial calcium uptake 1
mitochondrial ribosomal protein L20

GATA zinc finger domain containing 2A
peroxiredoxin 1; peroxiredoxin 1-like 1
glutamic-oxaloacetic transaminase 1, soluble
vesicle amine transport 1
methylthioribose-1-phosphate isomerase 1

Fc fragment of 1gG, receptor, transporter, alpha
peroxisomal biogenesis factor 7

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
similar to hypothetical protein FLJ20010
jagunal homolog 1 (Drosophila)

centromere protein V

poliovirus receptor-related 1

emopamil binding protein (sterol isomerase)

stromal cell derived factor 4

0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 6
methylmalonyl CoA epimerase

complement component 2; complement factor B

protein tyrosine phosphatase-like A domain containing 1
aminoacylase 1

similar to HTGN29 protein; keratinocytes associated transmembrane protein 2
isoleucyl-tRNA synthetase

thioredoxin domain containing 15

mitochondrial amidoxime reducing component 1

similar to Dehydrogenase/reductase SDR family member 7 precursor

integrin, beta 5

solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), member 20
cathepsin D

ubiquitin-conjugating enzyme E2E 2

COX16 cytochrome c oxidase assembly homolog (S. cerevisiae)
transmembrane protein 176B

pregnancy-zone protein

late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 2
complement component 1, q subcomponent binding protein

similar to RIKEN cDNA 9430023L20



1396279_at -2.27 0.015509  Atp6ap2 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 2

1383443_at -2.27 0.013168 Aaed1 AhpC/TSA antioxidant enzyme domain containing 1
1383040_a_at -2.27 0.003277 LOC102552818 uncharacterized LOC102552818

1377921_at -2.27 0.00442 Etnk2 ethanolamine kinase 2

1392072_at -2.27 0.007478

1390421_at -2.27 0.019026 Hoga1 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase 1

1384483_at -2.27 0.048998

1370992_a_at -2.26 0.001953 Fga fibrinogen alpha chain

1371137_at -2.26 0.015625  Acox2 acyl-CoA oxidase 2, branched chain

1370164 _at -2.26 0.012504 Hadha hydroxyacyl-CoA dehydrogenase/3-ketoacyl-CoA thiolase/enoyl-CoA hydratase, a
1370435_a_at -2.26 0.007844  Nudt6 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 6
1388523_at -2.26 0.007415 Txndc12 thioredoxin domain containing 12 (endoplasmic reticulum)
1372016_at -2.26 0.00478 Gadd45b growth arrest and DNA-damage-inducible, beta

1379744 _at -2.26 0.004045 Hps5; Saa4 Hermansky-Pudlak syndrome 5; serum amyloid A4, constitutive
1394737_at -2.26 0.014898 RGD1311345 similar to CG9752-PA

1368720_at -2.26 0.005243 Tdo2 tryptophan 2,3-dioxygenase

1372948_at -2.26 0.007145  Mrp63 mitochondrial ribosomal protein 63

1367656_at -2.26 0.013077 Psmb7 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 7
1383712_at -2.26 0.017872 LOC102556004 uncharacterized LOC102556004

1389006_at -2.25 0.006669 Mpeg1 macrophage expressed 1

1368253_at -2.25 0.015513 Gamt guanidinoacetate N-methyltransferase

1368161_a_at -2.25 0.002658 Ahsg alpha-2-HS-glycoprotein

1389248_at -2.25 0.009949 Galk1 galactokinase 1

1370906_at -2.25 0.006312 Bckdhb branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide
1376652_at -2.25 0.001561 C1qa complement component 1, g subcomponent, A chain
1369972_at -2.25 0.012743  Fbxo21 F-box protein 21

1393403_at -2.25 0.008161  Angptl3 angiopoietin-like 3

1389940_at -2.25 0.009637 Tmed2 transmembrane emp24 domain trafficking protein 2
1368079_at -2.24 0.008319  Pdk1 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1

1387214 _at -2.24 0.008955 Cesle carboxylesterase 1E

1393458_s_at  -2.24 0.030011  Phf14 PHD finger protein 14

1368101_at -2.24 0.016193 Calm1; Calm2 Calm3 calmodulin 1; calmodulin 2; calmodulin 3

1383243_at -2.24 0.005243 Cebpa CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha
1369171_at -2.24 0.009558 Mst1 Macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like)
1367764 _at -2.24 0.013214  Ccngt cyclin G1

1377596_a_at -2.24 0.024316  Med30 mediator complex subunit 30

1378902_at -2.24 0.012119  Tyw1 tRNA-yW synthesizing protein 1 homolog (S. cerevisiae)
1372843_at -2.24 0.011087 Smco4 single-pass membrane protein with coiled-coil domains 4
1367770_at -2.24 0.007275 Degs1 delta(4)-desaturase, sphingolipid 1

1380389_at -2.24 0.026532

1372799 _at -2.23 0.04292 Dguok deoxyguanosine kinase

1387984 _at -2.23 0.011542  CkIf chemokine-like factor



1375173_at
1372765_a_at
1388320_at
1389177_at
1373624 _at
1370706_a_at
1374420_at
1368239_at
1379429_at
1383056_a_at
1374505_at
1367463_at
1396521_at
1369990_at
1376852_at
1398862_at
1380321_at
1376468_at
1388942_at
1374214 _at
1375056_at
1368265_at
1388719_at
1388163_at
1367819_at
1387915_at
1367818_at
1398963_at
1388371_at
1398831_at
1382094 _at
1369669_at
1394842_at
1371770_at
1398915_at
1392527_at
1370065_at
1367748_at
1367994 _at
1386930_at
1376089_at
1371894 _at

-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.22
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
2.2
-2.2
-2.2
2.2
-2.2
-2.2
2.2
2.2
-2.2
-2.2
2.2
-2.2
-2.2

0.006813
0.002844
0.022218
0.009281
0.006312
0.038013
0.004747
0.021205
0.00442

0.013941
0.005305
0.011299
0.045599
0.010841
0.020381
0.029979
0.045077
0.010654
0.004453
0.016193
0.003968
0.040992
0.004669
0.007638
0.007011
0.013823
0.00951

0.009024
0.02518

0.004216
0.00996

0.022233
0.007564
0.020445
0.00798

0.009534
0.00652

0.007564
0.011735
0.026443
0.004045
0.005748

Plbd2
Eci2; Eci3
Spint2
Perp
Rassf8
Cyp2j3
Apmap
Lrp3

Tmem?238
Lyrm5
Phb2
Stard4
Ptpmt1
Mccci
Atp2a2
Mtus1
Hars

Ociad2
Cyp2t1
Ubqgin1
Slc25a5
Got2
Vimp
Cog3
Taf10
Prkcsh
Psmb4
Ptprj
Nin
Tmem19
Pfdn6
Lamtor4
Dnajc19
Hpx
Arf5
Dpyd
Psmd4

Gns

phospholipase B domain containing 2

enoyl-CoA delta isomerase 2; enoyl-Coenzyme A delta isomerase 3
serine peptidase inhibitor, Kunitz type, 2

PERP, TP53 apoptosis effector

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family (N-terminal) member 8
cytochrome P450, family 2, subfamily j, polypeptide 3

adipocyte plasma membrane associated protein

low density lipoprotein receptor-related protein 3

transmembrane protein 238

LYR motif containing 5

prohibitin 2

StAR-related lipid transfer (START) domain containing 4
protein tyrosine phosphatase, mitochondrial 1
methylcrotonoyl-CoA carboxylase 1 (alpha)

ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch 2
microtubule associated tumor suppressor 1

histidyl-tRNA synthetase

OCIA domain containing 2

cytochrome P450, family 2, subfamily t, polypeptide 1

ubiquilin 1

ADP/ATP translocase 3-like; solute carrier family 25 (mitochondrial carrier), member 5
glutamic-oxaloacetic transaminase 2, mitochondrial

VCP-interacting membrane protein

coenzyme Q3 methyltransferase

TAF10 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor
protein kinase C substrate 80K-H

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 4

protein tyrosine phosphatase, receptor type, J

neurolysin (metallopeptidase M3 family)

transmembrane protein 19-like; transmembrane protein 19

prefoldin subunit 6

late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 4

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 19

hemopexin

ADP-ribosylation factor 5

dihydropyrimidine dehydrogenase

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4

glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase



1368289_at
1370880_at
1371958_at
1387994 _at
1399107_at
1367997_at
1367500_at
1377964 _at
1376079_at
1378110_at
1378134 _at
1399072_at
1388350_at
1368330_at
1370708_a_at
1371100_at
1368077_at
1387672_at
1372697_at
1382813_at
1383920_at
1371589_at
1368794 _at
1368566_a_at
1371090_at
1388634 _at
1371944 _at
1367642_at
1367585_a_at
1398868_at
1367942_at
1368762_at
1388587_at
1372747 _at
1398359_at
1389791_at
1388784 _at
1375369_at
1389654 _at
1389903_at
1367695_at
1399067_at

-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.18
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17
-2.17

0.005506
0.022171
0.01976

0.001953
0.013649
0.00976

0.002658
0.009949
0.010599
0.01232

0.005243
0.007357
0.009705
0.011177
0.035713
0.008118
0.017991
0.015725
0.01779

0.038166
0.002702
0.00987

0.007564
0.03442

0.016139
0.005305
0.020645
0.005535
0.029869
0.009777
0.008738
0.007786
0.009674
0.019292
0.005986
0.006864
0.007415
0.005305
0.002702
0.014316
0.006553
0.022272

Ge

Rnh1
Pabpn1
Hsd17b6
Smim8
Clpb
Shfm1

LOC100360412

Atp8b1
Fibp
Pex19
Aatf
Akric14
Cesic
Fbp1
Gnmt
Mrps15
Pomk
Amt
Ubl5
Haao
Ndufv3
Scamp2
Pgm1
Ube2l3
Suclg1
Atplai
Timm13
Acp5
Ubd
ler3
Slc20a2
Rnf181
Cin8
Csftr
Wbp1l
Pls1
Pttglip
Qdpr
Gnl3l

group specific component
ribonuclease/angiogenin inhibitor 1

poly(A) binding protein, nuclear 1

hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6
small integral membrane protein 8

ClpB caseinolytic peptidase B homolog (E. coli)
split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 1-like

ATPase, aminophospholipid transporter, class |, type 8B, member 1
fibroblast growth factor (acidic) intracellular binding protein
peroxisomal biogenesis factor 19-like;

apoptosis antagonizing transcription factor

aldo-keto reductase family 1, member C14
carboxylesterase 1C

fructose-1,6-bisphosphatase 1

glycine N-methyltransferase

mitochondrial ribosomal protein S15

protein-O-mannose kinase

aminomethyltransferase

ubiquitin-like 5

3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase

NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3
secretory carrier membrane protein 2
phosphoglucomutase 1

ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3

succinate-CoA ligase, alpha subunit

ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide
translocase of inner mitochondrial membrane 13 homolog (yeast)
acid phosphatase 5, tartrate resistant

ubiquitin D

immediate early response 3

solute carrier family 20 (phosphate transporter), member 2
ring finger protein 181

ceroid-lipofuscinosis, neuronal 8 (epilepsy, progressive with mental retardation)
colony stimulating factor 1 receptor

WW domain binding protein 1-like

plastin 1

pituitary tumor-transforming 1 interacting protein

quinoid dihydropteridine reductase

guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)-like



1397004 _at
1389967 _at
1370830_at
1389179_at
1387926_at
1367721_at
1367503_at
1399003_at
1382446_at
1373901_at
1389678_at
1373281 _at
1388743_at
1374915_at
1369764 _at
1369081 _at
1367909_at
1368308_at
1370817_at
1371605_at
1371745_at
1398588_at
1386755_at
1382434 _at
1367622_at
1398966_at
1377027_at
1376275_at
1370245_at
1398983_at
1370605_s_at
1388683_at
1373229_at
1389125_at
1367793_at
1386878_at
1384312_at
1377407_at
1398296_at
1398931 _at
1367741_at
1382032_at

-2.17
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.16
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14

0.048475
0.012838
0.0138
0.028535
0.012121
0.01142
0.005664
0.021979
0.015513
0.019724
0.015414
0.016154
0.017502
0.019438
0.007248
0.042668
0.006157
0.02204
0.006449
0.02204
0.020042
0.008572
0.028358
0.009876
0.013591
0.009024
0.009094
0.013825
0.006099
0.008161
0.014609
0.007543
0.006243
0.002702
0.009886
0.020381
0.002702
0.007017
0.012172
0.01124
0.017273
0.016658

Arl6ip1
Egfr
Cidea
Schd
Sdc4
Bcap31
Ccdc47
Atp5s
Cdk2ap2
Slc25a48
Lmf1

C4bpa
Neu1
Dcxr
Myc
Seclic
Ndufa12
Cwci15
Slu7
Ccdcot
Entpd5
Atp5h
LOC687029

Ctsl
Mrpl30
Lepr
Naa38
Lsm12
Mrpl1
Ddt
Lrp10
Irx1
Acsm5
Gdel
Tmem?223
Herpudi

ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 1
epidermal growth factor receptor

cell death-inducing DFFA-like effector a
sterol-C5-desaturase

syndecan 4

B-cell receptor-associated protein 31

coiled-coil domain containing 47

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit s (factor B)
cyclin-dependent kinase 2 associated protein 2
solute carrier family 25, member 48

lipase maturation factor 1

complement component 4 binding protein, alpha

neuraminidase 1

dicarbonyl L-xylulose reductase

myelocytomatosis oncogene

SEC11 homolog C (S. cerevisiae)

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 apha subcomplex subunit 12-like
CWC15 spliceosome-associated protein homolog (S. cerevisiae)
SLU7 splicing factor homolog (S. cerevisiae)

coiled-coil domain containing 91

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit d
similar to differentially expressed in B16F10 1

cathepsin L

39S ribosomal protein L30, mitochondrial-like; mitochondrial ribosomal protein L30
leptin receptor

N(alpha)-acetyltransferase 38, NatC auxiliary subunit

LSM12 homolog (S. cerevisiae)

mitochondrial ribosomal protein L1

D-dopachrome tautomerase

low-density lipoprotein receptor-related protein 10

iroquois homeobox 1

acyl-CoA synthetase medium-chain family member 5

glycerophosphodiester phosphodiesterase 1

transmembrane protein 223

homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-like domain member 1



1374058_at
1368291 _at
1367523_at
1389964 _at
1387531_at
1373058_at
1398771_at
1387663_at
1369996_at
1368526_at
1398928_at
1371062_at
1399012_at
1368245_at
1367720_at
1372581 _at
1372128_at
1368436_at
1370215_at
1372734 _at
1375444 _at
1385670_at
1376195_at
1373918_at
1368070_at
1388692_at
1398848_at
1376977_at
1392897_at
1370537_at
1394003_at
1370548_at
1386927_at
1375424 _at
1388792_at
1374650_at
1367709_at
1388528_at
1373539_at
1382274 _at
1391462_at
1370298_at

-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11

0.006243
0.006813
0.029565
0.014903
0.014404
0.019573
0.012795
0.018701
0.00672

0.010268
0.00458

0.040275
0.002702
0.012642
0.012336
0.010964
0.016242
0.00672

0.042653
0.004669
0.049105
0.020878
0.006083
0.012668
0.005305
0.007638
0.004837
0.012336
0.00379

0.009069
0.006889
0.019398
0.019727
0.01423

0.028153
0.037222
0.004189
0.027124
0.030787
0.010394
0.010831
0.015947

Tmem9b
Birc2
Trappc2l
Ndufab1
Msra
Tmem30a
Slc3a2
Gmfb
Polr2f
Pex3
Cuta
Aldh5a1
Tmem59
Upb1
Alad
Snf8
Mrpsi12
Nudc
Cigb
Smagp
Ap3d1
Sdsl
Spin1
Rdh11
Stx8
Alkbh7
St13

Xrcc6
Pole3
Slc16a10
Cpt2
Actr2
Gadd45g
Nedd9
Cd63

Fbl
Tex261
Rarres1
Ebpl
Coa3

TMEMS9 domain family, member B

baculoviral IAP repeat-containing 2

trafficking protein particle complex subunit 2-like protein-like; trafficking protein particle complex 2-like
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, a/b subcomplex, 1

methionine sulfoxide reductase A

transmembrane protein 30A

solute carrier family 3 (amino acid transporter heavy chain), member 2
glia maturation factor, beta

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F

peroxisomal biogenesis factor 3

cutA divalent cation tolerance homolog (E. coli)

aldehyde dehydrogenase 5 family, member A1

transmembrane protein 59

ureidopropionase, beta

aminolevulinate dehydratase

SNF8, ESCRT-II complex subunit

mitochondrial ribosomal protein S12

nuclear migration protein nudC-like; nudC nuclear distribution protein
complement component 1, g subcomponent, B chain

small cell adhesion glycoprotein

adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit

serine dehydratase-like

spindlin-1-like; similar to spindlin; spindlin 1

retinol dehydrogenase 11 (all-trans/9-cis/11-cis)

syntaxin 8

alkB, alkylation repair homolog 7 (E. coli)

suppression of tumorigenicity 13

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 6
DNA-directed DNA polymerase epsilon 3; polymerase (DNA directed), epsilon 3, accessory subunit
solute carrier family 16 (aromatic amino acid transporter), member 10
carnitine palmitoyltransferase 2

ARP2 actin-related protein 2 homolog (yeast)

growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma

neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9
Cd63 molecule

fibrillarin

testis expressed 261

retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1

emopamil binding protein-like

cytochrome C oxidase assembly factor 3



1368230_a_at -2.11 0.006768  Ndufaf3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) complex |, assembly factor 3

1388742_at -2.11 0.028655 Bcl2l11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

1386938_at -2.11 0.012506  Anpep alanyl (membrane) aminopeptidase

1372352_at -2.1 0.013589 Manf mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor

1373312_at -2.1 0.018512 Pnkd paroxysmal nonkinesigenic dyskinesia

1367777_at -2.1 0.00442 Decr1 2,4-dienoyl CoA reductase 1, mitochondrial

1386956_at -2.1 0.006692  Scarb1 scavenger receptor class B, member 1

1369726_at -2.1 0.033116  Tapbp TAP binding protein (tapasin)

1372142_at -2.1 0.01232 Asnai arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog 1 (bacterial)
1392465_at -2.1 0.010521 Sapi8 similar to SAP18; Sin3-associated polypeptide 18

1371631_at -2.1 0.016604 Eiflad eukaryotic translation initiation factor 1A domain containing
1371580_at -2.1 0.002658  Erlin1 ER lipid raft associated 1

1372134 _at -2.1 0.018688 Chchd6 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 6

1371780_at -2.1 0.010382 Kdelr2 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 2
1371343_at -2.1 0.006692  Srpr signal recognition particle receptor (‘docking protein')

1393015_at -2.1 0.006243 RGD1310587 similar to hypothetical protein FLJ14146

1368538_at -2.1 0.049201 Exoc7 exocyst complex component 7; exocyst complex component 7-like
1386884 _at -2.1 0.005331  Htratl HtrA serine peptidase 1

1372336_at -2.1 0.004124

1394960_at -2.1 0.007084  Sdr42et short chain dehydrogenase/reductase family 42E, member 1

1377744 _at -2.1 0.028519

1389896_at -2.1 0.030394

1388397_at -2.09 0.00143 Ebnatbp2 EBNAT1 binding protein 2; probable rRNA-processing protein EBP2-like
1372158_at -2.09 0.018988 Macrod1 MACRO domain containing 1

1370202_at -2.09 0.005155 Pla2g16 phospholipase A2, group XVI

1387830_at -2.09 0.013945 Crp C-reactive protein, pentraxin-related

1375357_at -2.09 0.00767 Torla torsin family 1, member A

1372724 _at -2.09 0.007638 Grina glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-associated protein 1 (glutamate binding)
1384407 _at -2.09 0.006449 Nmrall NmrA-like family domain containing 1

1370282_at -2.09 0.031467 Csrp2 cysteine and glycine-rich protein 2

1380102_at -2.09 0.004656 Fam50a family with sequence similarity 50, member A; protein FAM50A-like
1379730_at -2.09 0.014636 Atp6vih ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit H

1393411_at -2.09 0.008794 Cfp complement factor properdin

1374518_at -2.09 0.006243 Dram2 DNA-damage regulated autophagy modulator 2

1371480_at -2.09 0.00921 Cks1b CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B

1369927 _at -2.09 0.007696  Mdh2 malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial)

1386887_at -2.09 0.007786 Cox5b cytochrome c¢ oxidase subunit Vb

1378927_at -2.09 0.005664

1371716_at -2.09 0.006721 LOC685179 similar to SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin c2
1371396_at -2.09 0.009423 LOC100365504 splicing factor 3B, 14 kDa subunit-like

1376537_at -2.09 0.015939

1393639_at -2.08 0.008519 Myo10 myosin X



1371495_at
1369868_at
1398865_at
1371645_at
1369852_at
1371338_at
1387223_at
1399098_at
1389782_at
1384538_at
1398929_at
1374491 _at
1391163_at
1372370_at
1390527_at
1387284 _at
1370921_at
1370378_at
1381269_at
1370918_a_at
1388203_x_at
1387271 _at
1373787_at
1367455_at
1370511_at
1372438_at
1388566_at
1372123_at
1389221 _at
1371475_at
1371791_at
1373923_at
1389422_at
1380347_at
1398988_at
1391730_at
1398906_at
1367834 _at
1367609_at
1367643_at
1368380_at
1372829_at

-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.06
-2.06
-2.06
-2.06
-2.06
-2.06

0.02264
0.023622
0.0448
0.01804
0.011802
0.006334
0.018128
0.013214
0.009238
0.008635
0.041634
0.011735
0.007725
0.025693
0.010268
0.002702
0.007725
0.012003
0.013048
0.007786
0.017799
0.024217
0.024611
0.012003
0.005983
0.008787
0.01134
0.010836
0.015389
0.004232
0.007248
0.005276
0.007336
0.007547
0.009558
0.022913
0.004007
0.00798
0.011756
0.039786
0.004392
0.012824

Mé6pr

Magt1

Unc50

Sdf2

F10

Psenen
Aadat

Glo1
RGD1305587
Msto1

Eif3I

Cmtm8

Eftud1
Rpusd4
RGD1562114
Dpys
Scamp3
Atp5ai

Atp5c1
RT1-CE10
Phyh
Slc6a9
Vep
Fgb
Nit2
Lasp1
Sdhb
Mmd2
Rnase4
Surf4

LOC100911798
LOC102550606
LOC287274
Srm

Mif

Bsg

Vtn

Rbm8a

cation-dependent mannose-6-phosphate receptor-like; mannose-6-phosphate receptor
magnesium transporter 1

unc-50 homolog (C. elegans)

stromal cell derived factor 2

coagulation factor X

presenilin enhancer gamma secretase subunit

aminoadipate aminotransferase

glyoxalase 1

similar to RIKEN cDNA 2010107G23

misato 1, mitochondrial distribution and morphology regulator

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit L

CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 8

elongation factor Tu GTP binding domain containing 1

RNA pseudouridylate synthase domain containing 4

RGD1562114

dihydropyrimidinase

secretory carrier membrane protein 3

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subunit 1, cardiac muscle

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, gamma polypeptide 1
RT1 class I, locus CE10; RT1 class Ib, locus EC2

phytanoyl-CoA 2-hydroxylase

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, glycine), member 9
valosin-containing protein

fibrinogen beta chain

nitrilase family, member 2

LIM and SHS3 protein 1

succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip)

monocyte to macrophage differentiation-associated 2

ribonuclease, RNase A family 4

surfeit 4

nucleoporin SEH1-like

serine/arginine repetitive matrix protein 1-like

trafficking protein particle complex subunit 2-like; sedlin-like

hypothetical LOC100364487; spermidine synthase-like; spermidine synthase
macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor)
basigin (Ok blood group)

vitronectin

RNA binding motif protein 8A



1388748_at -2.06 0.035529 Laptm4a lysosomal protein transmembrane 4 alpha

1398909_at -2.06 0.006066 LOC301124 hypothetical LOC301124

1373840_at -2.06 0.019634  Nudt9 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 9
1379484 _at -2.06 0.007357 Aven apoptosis, caspase activation inhibitor

1372305_at -2.06 0.005305 Copz2 coatomer protein complex, subunit zeta 2

1372562_at -2.06 0.013218 MGC94207 similar to RIKEN cDNA C030006K 11

1370386_at -2.06 0.036413  Ruvbl1 RuvB-like AAA ATPase 1

1371323_at -2.06 0.01084 Ndufa4 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 4
1381336_at -2.06 0.004007

1383253_at -2.06 0.00952

1368600_at -2.05 0.007357 Slc26at solute carrier family 26 (anion exchanger), member 1
1372813_at -2.05 0.011385 Mient migration and invasion enhancer 1-like; similar to chromosome 17 open reading frame 37
1374323_at -2.05 0.041416  Bccip BRCA2 and CDKN1A interacting protein

1370475_at -2.05 0.012506 Cyp2b3 cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 3
1367531_at -2.05 0.022812  Eif4h eukaryotic translation initiation factor 4H

1370699_a_at -2.05 0.00442 Pepd peptidase D

1367804 _at -2.05 0.007564  Apcs amyloid P component, serum

1367710_at -2.05 0.01173 Psme2 proteasome (prosome, macropain) activator subunit 2
1372405_at -2.05 0.034735 Ppp1r37 protein phosphatase 1, regulatory subunit 37

1386078_at -2.05 0.007084  Sic35a1 solute carrier family 35 (CMP-sialic acid transporter), member A1
1371663_at -2.05 0.006395 Mfsd5 major facilitator superfamily domain containing 5

1371799_at -2.05 0.004007 Gaa glucosidase, alpha, acid

1377959_at -2.05 0.018784 Fam32a family with sequence similarity 32, member A

1382136_at -2.05 0.009587  Slc2a9 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 9
1387786_at -2.05 0.046322 Mtpn myotrophin

1371368_at -2.05 0.010215 Sec61at Sec61 alpha 1 subunit (S. cerevisiae)

1380854 _at -2.05 0.024063 Vegfb vascular endothelial growth factor B

1398812_at -2.05 0.013048 Psmb1 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 1
1377422_at -2.05 0.016287

1378141 _at -2.05 0.048202

1372109_at -2.04 0.00652 Pnkd paroxysmal nonkinesigenic dyskinesia

1374996_at -2.04 0.00458 Nploc4 nuclear protein localization 4 homolog (S. cerevisiae)
1382003_at -2.04 0.0357 Sic16a13 solute carrier family 16, member 13

1371312_at -2.04 0.002388 Chchd2 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 2
1377079_a_at -2.04 0.02695 Ppox protoporphyrinogen oxidase

1376249 _at -2.04 0.009094 Fuca2 fucosidase, alpha-L- 2, plasma

1369559_a_at -2.04 0.045123 Cd47 Cd47 molecule

1373366_at -2.04 0.020237 Ganab glucosidase, alpha; neutral AB

1371777 _at -2.04 0.011175 Pabpc4 poly(A) binding protein, cytoplasmic 4

1384131 _at -2.04 0.020412  Atl2 atlastin GTPase 2

1388785_at -2.04 0.005276 Dnal4 dynein, axonemal, light chain 4; similar to Dynein, axonemal, light chain 4

1381124 _at -2.04 0.01779 Sic25a15 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; ornithine transporter) member 15



1371929_at
1384945_at
1374411 _at
1385828_at
1388398_at
1368205_at
1367903_at
1367857_at
1379592_at
1394431_at
1395815_at
1387354 _at
1374570_at
1370808_at
1371662_at
1371392_at
1373732_at
1398777_at
1398851 _at
1379243_at
1383175_a_at
1387503_at
1374512_at
1367667_at
1372844 _at
1383999_at
1383041 _x_at
1393743_at
1370836_at
1370609_a_at
1371008_at
1367887_at
1378987 _at
1387058_at
1367599_at
1379028_at
1371460_at
1368453_at
1369940_at
1392460_at
1382108_at
1375268_at

-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02
-2.02

0.033714
0.039806
0.01907

0.039807
0.02616

0.004056
0.015698
0.004939
0.012214
0.02886

0.029206
0.008475
0.012506
0.012437
0.025311
0.047513
0.040505
0.003568
0.006138
0.006449
0.014062
0.005664
0.025376
0.00379

0.010542
0.004216
0.006109
0.022333
0.011165
0.011177
0.011526
0.023311
0.02249

0.023735
0.012135
0.007725
0.010199
0.007357
0.020685
0.00143

0.006243
0.006449

Mix
Fyttd1
Mrpl52
Pradc1
Rps4y2
Cfi
Hmox2
Fads1
Slc25a13
Cdadct

Stat1
Agpat2
Cyb5r3
Kars
Gpi
Acp6
Psmb6
Ywhae
Ndufa6
Akip1
Cpni
Glyctk
Fdps
Efnatl

LOC102552818

Serpina4
Slc16a7
Pmpca
Lcat

Mcu

Pctp
Atp5g1
Spag7
Cox14
Fads2
Taldo1
LOC100365089

Rps27I

MLX, MAX dimerization protein

forty-two-three domain containing 1

mitochondrial ribosomal protein L52

protease-associated domain containing 1

ribosomal protein S4, Y-linked 2

complement factor |

heme oxygenase (decycling) 2

fatty acid desaturase 1

solute carrier family 25 (aspartate/glutamate carrier), member 13
cytidine and dCMP deaminase domain containing 1

signal transducer and activator of transcription 1

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2

cytochrome b5 reductase 3

lysyl-tRNA synthetase

glucose-6-phosphate isomerase

acid phosphatase 6, lysophosphatidic

proteasome subunit beta type 6-like; proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 6
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, epsilon
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 6 (B14)

A kinase (PRKA) interacting protein 1

carboxypeptidase N, polypeptide 1

glycerate kinase

farnesyl diphosphate synthase

ephrin A1

uncharacterized LOC102552818

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 4
solute carrier family 16 (monocarboxylate transporter), member 7

peptidase (mitochondrial processing) alpha

lecithin cholesterol acyltransferase

mitochondrial calcium uniporter

phosphatidylcholine transfer protein

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C1 (subunit 9)
sperm associated antigen 7

cytochrome ¢ oxidase assembly protein 14

fatty acid desaturase 2

transaldolase 1

rCG50929-like

ribosomal protein S27-like



1377821_at -2.02 0.006613

1383835_at -2.02 0.01635

1377672_at -2.02 0.018107

1381347_at -2.02 0.020412

1379996_at -2.02 0.037142

1388217_a_at  -2.01 0.01565 Calu calumenin

1371578_at -2.01 0.027687 Prkaca protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, alpha

1388980_at -2.01 0.007226  Lamtor1 late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 1; RhoA activator
1387863_at -2.01 0.026133  Csdet cold shock domain containing E1, RNA binding; cold shock domain
1367557_s_at  -2.01 0.041355 Gapdh glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;

1367735_at -2.01 0.004045  Acadl acyl-CoA dehydrogenase, long chain

1370814 _at -2.01 0.004468 Dhrs4 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 4

1388860_at -2.01 0.029897 Mrpl22 mitochondrial ribosomal protein L22

1371809_at -2.01 0.005748 Mrps18b mitochondrial ribosomal protein S18B

1379673_at -2.01 0.017372 Uapiil UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1-like 1

1391907 _at -2.01 0.008787 Nags N-acetylglutamate synthase

1374962_at -2.01 0.006669  Rtn4ip1 reticulon 4 interacting protein 1

1394082_at -2.01 0.044758 Psmdi4 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 14
1393604 _at -2.01 0.027726  Gpn3 GPN-loop GTPase 3

1388723_at -2.01 0.007804 Bre brain and reproductive organ-expressed (TNFRSF1A modulator)
1373162_at -2.01 0.01112 Tmem4ia transmembrane protein 41a

1371959_at -2.01 0.008519  Hist2h2aa3 histone cluster 2, H2aa3; similar to H2A histone family, member O
1367766_at -2.01 0.005579 Nme2 NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2

1367945_at -2.01 0.008161  Atox1 antioxidant 1 copper chaperone

1375549_at -2.01 0.009386

1373520_at -2.01 0.01346

1371506_at -2.01 0.014752

1380719_at -2.01 0.018538

1372051_at -2.01 0.025801

1385503_at -2.01 0.041514 LOC678772 similar to O-acetyltransferase

1382783_at -2.01 0.048893 BIm Bloom syndrome, RecQ helicase-like

1379833_at 2.01 0.008787  Lingo4; Rorc leucine rich repeat and Ig domain containing 4; RAR-related orphan receptor C
1383162_at 2.01 0.00995

1372897 _at 2.01 0.020663 Plod2 procollagen lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2

1389234 _at 2.01 0.029008  Vwf von Willebrand factor

1369628_at 2.01 0.021159  Sv2b synaptic vesicle glycoprotein 2b

1371560_at 2.01 0.010394 Irf3 interferon regulatory factor 3

1389415_at 2.01 0.007543 Rsbn1 round spermatid basic protein 1

1388433_at 2.01 0.028519  Krt19 keratin 19

1385109_at 2.01 0.008433 Tafld TATA box binding protein (Tbp)-associated factor, RNA polymerase I, D
1368383_at 2.01 0.023625  Npff neuropeptide FF-amide peptide precursor

1397715_at 2.01 0.015863



1378249_x_at
1397606_at
1381708_at
1388452_at
1377833_at
1384853_at
1374658_at
1397589_at
1386009_at
1377702_at
1395776_at
1374579_at
1378448_at
1394400_at
1389340_at
1382298_at
1379538_at
1390801_at
1372911 _at
1373425_at
1380155_at
1381665_at
1377840_at
1396654 _at
1381576_at
1378495_at
1393029_at
1376322_at
1388169_at
1377653_at
1399028_at
1378740_at
1379355_at
1384512_at
1396097_at
1380250_at
1385118_at
1396872_at
1389205_at
1391974 _at
1390360_a_at
1379481_at

2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.01
2.02
2.02
2.03
2.03
2.03
2.03
2.03
2.03
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.04
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.05
2.06
2.06

0.022085
0.027809
0.028723
0.038249
0.046747
0.048818
0.014991
0.048157
0.042083
0.004007
0.010617
0.012464
0.026358
0.038465
0.006487
0.024347
0.041355
0.034626
0.017759
0.016139
0.008519
0.011557
0.013729
0.015299
0.022162
0.026702
0.029463
0.034689
0.011312
0.014907
0.040605
0.032162
0.010696
0.007804
0.01346

0.013586
0.022503
0.02316

0.035141
0.045593
0.022054
0.007897

LOC102554740

Rif1
LOC102554754

Csf3r
Lpar6

Ccdc66

Zfp318
Zbtb40
Cenpj
Tmem?252
Mthfr
Clk2

RGD1305202

LOC102555582
Jmjdic

Syne2

Zc3h11a
Rasal2

Man2a2
LOC100363441

Lrch3

Safb2
Pabpn1

uncharacterized LOC102554740

Rap1 interacting factor 1 homolog (yeast)
uncharacterized LOC102554754

colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte)
lysophosphatidic acid receptor 6

coiled-coil domain containing 66

zinc finger protein 318

zinc finger and BTB domain containing 40
centromere protein J

transmembrane protein 252
methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H)
CDC-like kinase 2

similar to Protein C200rf160

uncharacterized LOC102555582

jumoniji domain containing 1C

spectrin repeat containing, nuclear envelope 2
zinc finger CCCH-type containing 11A

RAS protein activator like 2

mannosidase, alpha, class 2A, member 2
hypothetical protein LOC100363441

leucine-rich repeats and calponin homology (CH) domain containing 3

scaffold attachment factor B2
poly(A) binding protein, nuclear 1



1390142_at
1371886_at
1378161 _at
1372345_at
1380750_at
1381840_at
1387030_at
1374139_at
1373630_at
1377719_a_at
1391941_at
1375793_at
1397101 _at
1381600_at
1381363_at
1378251 _at
1369094 _a_at
1385697_at
1392089_at
1379064 _at
1392813_at
1396834 _at
1393746_at
1378678_at
1380953_at
1392480_at
1367985_at
1374630_at
1383141_a_at
1383879_at
1390083_at
1389137_at
1392956_at
1388267_a_at
1378595_at
1386907_at
1383486_at
1377192_a_at
1396803_at
1388593_at
1383129_at
1377969_at

2.06
2.06
2.06
2.06
2.06
2.06
2.07
2.07
2.07
2.07
2.07
2.07
2.07
2.07
2.07
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.08
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.09
2.1

2.1

2.1

2.1

2.1

2.1

2.1

0.0187
0.006673
0.010617
0.022929
0.035013
0.045002
0.007977
0.032912
0.009483
0.00442
0.01381
0.013889
0.01804
0.026096
0.044473
0.006808
0.016193
0.049359
0.011151
0.006083
0.006205
0.009235
0.015911
0.020674
0.040029
0.032081
0.019981
0.02104
0.011802
0.019724
0.005305
0.008006
0.019252
0.029391
0.043726
0.009033
0.021901
0.00379
0.025935
0.014302
0.021289
0.024928

Morc3
Crat

Abcch
Cdr2
Iffo1

LOC100912988
Kmt2a

LOC102553843

Treml1
Ptprs
Cent2
Hcfc2

Pabpn1
Alas2
Clic3
Cpsf7
Prr15l

RGD1304868

LOC100912093
Eno3

Inhba

Clpx

Thoc2

LOC100910650

MORC family CW-type zinc finger 3
carnitine O-acetyltransferase

ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 5
cerebellar degeneration-related protein 2
intermediate filament family orphan 1

uncharacterized LOC100912988; rho GTPase-activating protein 20-like

lysine (K)-specific methyltransferase 2A

uncharacterized LOC102546821; uncharacterized LOC102553843

triggering receptor expressed on myeloid cells-like 1
protein tyrosine phosphatase, receptor type, S
cyclin T2

host cell factor C2

poly(A) binding protein, nuclear 1
aminolevulinate, delta-, synthase 2

chloride intracellular channel 3

cleavage and polyadenylation specific factor 7
proline rich 15-like

similar to RIKEN cDNA 2810443J12

uncharacterized LOC100912093

enolase 3, beta, muscle

inhibin beta-A

caseinolytic mitochondrial matrix peptidase chaperone subunit
THO complex 2

uncharacterized LOC100910650



1377664 _at
1389360_at
1399100_at
1375453_at
1377551_at
1384080_at
1395130_at
1379881_at
1387917_at
1393692_at
1370099_at
1396927 _at
1395942_at
1390145_at
1395902_at
1389278_at
1398401_at
1372495_at
1372346_at
1393822_at
1377701_at
1380763_at
1394717_at
1385556_at
1368050_at
1376853_at
1395114 _at
1390047_at
1378212_at
1371500_at
1397692_at
1379226_at
1392382_at
1385054 _at
1370510_a_at
1372301_at
1377868_at
1384343_at
1379818_at
1380891_at
1384432_at
1398428_at

2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
2.1
212
212
212
212
212
212
212
2.13
213
213
2.13
2.13
213
2.13
2.13
213
2.14
2.14
2.14
2.14
2.14
2.15
2.15
2.15
2.15
2.16
2.16
2.16
2.16
2.16
2.16
2.16
217
2.17

0.031119
0.027095
0.016694
0.028734
0.011209
0.01752

0.019424
0.030409
0.010215
0.029045
0.012506
0.007759
0.031719
0.045913
0.046673
0.012506
0.011181
0.008381
0.027985
0.034121
0.029764
0.038028
0.009206
0.010617
0.030297
0.019997
0.007638
0.011256
0.021254
0.008562
0.02518

0.005154
0.02518

0.044516
0.015618
0.015961
0.005579
0.00198

0.012332
0.021549
0.012437
0.010394

Cep170
Fxyd3
Ccent2
Gpatch8

Greb1l

Tor1aip1
Pcf11
FbxI20

Tspyl2
Tdrd3
Vps9di
Zfp513
Tmcc3
Zmym6
Strbp

Szt2
Cenlt
Rpap3

Ltbp4
Tial
Aim1l

LOC100360772
Arntl

Aebp1

Gprasp2

Zscan12

centrosomal protein 170

FXYD domain-containing ion transport regulator 3
cyclin T2

G patch domain containing 8

growth regulation by estrogen in breast cancer-like

torsin A interacting protein 1
PCF11 cleavage and polyadenylation factor subunit
F-box and leucine-rich repeat protein 20

TSPY-like 2

tudor domain containing 3

VPS9 domain containing 1

zinc finger protein 513

transmembrane and coiled-coil domain family 3
zinc finger, MYM-type 6

spermatid perinuclear RNA binding protein

seizure threshold 2 homolog (mouse)
cyclin L1; cyclin-L1-like
RNA polymerase |l associated protein 3

latent transforming growth factor beta binding protein 4
TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein
absent in melanoma 1-like

uncharacterized LOC100360772

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like

AE binding protein 1

G protein-coupled receptor associated sorting protein 2

zinc finger and SCAN domain containing 12



1392093_at
1394547 _at
1392523_at
1367865_at
1379211 _at
1383112_at
1373287_at
1397053_at
1390303_at
1395771_at
1377940_at
1392965_a_at
1372615_at
1382749_at
1388292_at
1380027_at
1396531_at
1382989_at
1387190_at
1367614 _at
1376200_at
1391819_at
1379032_at
1378998_at
1377589_at
1382998_at
1373591 _at
1393804 _at
1376281_at
1383728_at
1371414_at
1398354 _at
1396190_x_at
1392278_at
1384508_at
1398183_at
1396502_at
1395207_at
1379342_at
1390850_at
1396596_at
1395359_at

2.17
2.17
2.18
2.18
2.18
2.18
2.18
2.18
2.18
2.18
2.19
2.19
2.19
2.19
2.19
2.19
2.19
2.19
2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.21
222
2.22
2.23
2.23
2.23
2.23
2.23
2.24
2.24
2.24
2.25
2.25
2.26
2.26
2.26

0.024063
0.034012
0.004581
0.01155

0.026127
0.00891

0.017384
0.004975
0.044765
0.049813
0.007234
0.005748
0.007564
0.037579
0.01635

0.020318
0.025875
0.037295
0.019749
0.005611
0.044473
0.01753

0.006813
0.016968
0.021742
0.045542
0.018012
0.033988
0.018493
0.026573
0.008409
0.02217

0.006692
0.04424

0.010726
0.032591
0.034713
0.025199
0.029052
0.012743
0.020816
0.021291

Son
Marf1
Pdgfrb
Trps1
Atoh8

Fam101b
Smoc2
Aoc3
Rbm5

Dgka
Anxal
Mettl20
Mfsd11

Arfip2
Cspp1
Ccdc134
Naa16
Gsn
Ctnnall

Zip692

Son DNA binding protein

similar to limkain b1; meiosis arrest female 1

platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide
trichorhinophalangeal syndrome |

atonal homolog 8 (Drosophila)

family with sequence similarity 101, member B
SPARC-related modular calcium-binding protein 2-like
amine oxidase, copper containing 3

RNA binding motif protein 5

diacylglycerol kinase, alpha

annexin A1

methyltransferase like 20

major facilitator superfamily domain containing 11

ADP-ribosylation factor interacting protein 2
centrosome and spindle pole associated protein 1
coiled-coil domain containing 134
N(alpha)-acetyltransferase 16, NatA auxiliary subunit
gelsolin

catenin (cadherin associated protein), alpha-like 1

zinc finger protein 692



1396157_at
1374981 _at
1390423_at
1387112_at
1374870_at
1397986_at
1390107_at
1388158_at
1383058_at
1378701_at
1396791_at
1393766_at
1374109_at
1389436_at
1389913_at
1384785_at
1372168_s_at
1381252_at
1367661_at
1374159_at
1390370_at
1374417 _at
1396252_at
1391152_at
1389620_at
1389353_at
1379743_at
1376240_at
1372760_at
1384433_at
1395753_at
1389160_at
1391407_at
1394817_at
1376996_at
1398115_at
1386587 _at
1385177_at
1378361_at
1376525_at
1393225_at
1367718_at

2.26
2.27
2.28
2.28
2.28
2.28
2.29
2.29
2.29
2.29
2.29
2.29
2.3

2.3

2.3

2.3

2.31
2.31
2.31
2.32
2.32
2.32
2.32
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.33
2.34
2.34
2.34
2.34
2.34
2.35
2.35
2.35
2.36
2.36
2.37
2.37

0.022682
0.021979
0.01232
0.01779
0.012418
0.0192
0.011614
0.04249
0.006243
0.00996
0.010416
0.045913
0.01139
0.042846
0.045326
0.008986
0.045857
0.046299
0.005305
0.011175
0.008279
0.017843
0.040063
0.048202
0.007011
0.010448
0.005618
0.00767
0.024334
0.045857
0.011011
0.014916
0.007248
0.013306
0.017384
0.01112
0.021007
0.036526
0.014892
0.020816
0.009971
0.013878

Aasdh
Mycbp2
Plp1

Sytl2
Ddx39b

Dgkq
Mss51
Lrrfip1

Igfbp6
Eri2
S100a6
Als2cl

Nrbp2

LOC302192
Suv420h2
Semaé6d

Tubb1
RGD1566399
LOC100912411

Eln
Ahsp

Six4

Chd7
Khsrp
Adamts10
Chkb

aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase
MYC binding protein 2, E3 ubiquitin protein ligase
proteolipid protein 1

synaptotagmin-like protein 2-like; synaptotagmin-like 2
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39B

diacylglycerol kinase, theta
MSS51 mitochondrial translational activator
leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1

insulin-like growth factor binding protein 6
ERI1 exoribonuclease family member 2
S100 calcium binding protein A6

ALS2 C-terminal like

nuclear receptor binding protein 2

similar to RIKEN cDNA 1700001E04

suppressor of variegation 4-20 homolog 2 (Drosophila)

sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain
tubulin, beta 1 class VI

similar to MYST histone acetyltransferase monocytic leukemia 4
uncharacterized LOC100912411

elastin
alpha hemoglobin stabilizing protein

SLX4 structure-specific endonuclease subunit

chromodomain helicase DNA binding protein 7

KH-type splicing regulatory protein

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 10
choline kinase beta



1390733_at
1392262_at
1394581 _at
1382551_at
1372868_at
1381321_at
1374028_at
1390628_at
1394714 _at
1397489_at
1375707_at
1371703_at
1392692_at
1392017_at
1398411_at
1368028_at
1391732_at
1378167_at
1378442_at
1378015_at
1397761_at
1393564 _at
1392723_at
1395327_at
1390086_at
1375823_at
1390048_at
1397749_at
1380818_at
1393662_at
1373515_at
1376867_at
1370549_at
1377971_at
1390703_at
1392567 _at
1396729_at
1383841_at
1380263_at
1383708_at
1380727_at
1381754 _at

2.37
2.37
2.37
2.38
2.38
2.38
2.39
2.39
2.39
2.39
2.4

2.41
2.41
2.41
2.42
2.43
2.43
2.43
2.44
2.45
2.45
2.46
2.46
2.46
2.46
2.46
2.47
2.47
2.47
2.47
2.48
2.48
2.48
2.48
2.48
2.49
2.49
2.5

2.5

2.51
2.51
2.51

0.011756
0.014609
0.030011
0.009024
0.007804
0.020065
0.018843
0.010605
0.016366
0.020297
0.01256

0.00143

0.008421
0.043589
0.016764
0.022298
0.013649
0.026716
0.021105
0.037216
0.008635
0.011842
0.008519
0.004216
0.014539
0.032849
0.030093
0.012452
0.018123
0.019608
0.00556

0.028513
0.025801
0.019026
0.020578
0.004625
0.007564
0.024651
0.033746
0.011359
0.005748
0.018379

Itsn2
Tor3a

Msantd2

Ahnak

Prph

Ccl21

Dzip3
Ankrd17

Srrm2

Lgalsl
Lgalsl
Vps45
LOC100911498

Fer1l5
Pwwp2a
Fam193a
Itgbl1

LOC102556290

intersectin 2
torsin family 3, member A

Myb/SANT-like DNA-binding domain containing 2

AHNAK nucleoprotein

peripherin

chemokine (C-C motif) ligand 21

DAZ interacting zinc finger protein 3
ankyrin repeat domain 17

serine/arginine repetitive matrix 2

lectin, galactoside-binding-like

lectin, galactoside-binding-like

vacuolar protein sorting 45 homolog (S. cerevisiae)
uncharacterized LOC100911498

fer-1-like 5 (C. elegans)

PWWP domain containing 2A

family with sequence similarity 193, member A
integrin, beta-like 1

nipped-B-like protein B-like



1379797_at
1380726_at
1393471 _at
1382899_at
1380769_at
1387379_at
1398209_at
1370960_at
1392806_at
1381207_at
1381424 _at
1377588_at
1381291 _at
1379175_at
1375813_at
1384282_at
1372699_at
1396530_at
1368128_at
1392228_at
1389199_at
1395819_at
1396850_at
1378945_at
1378738_at
1392188_at
1373718_at
1368614 _at
1398154 _at
1384738_at
1396759_at
1388557_at
1393252_at
1377801_at
1378831_at
1395092_at
1378038_at
1396102_at
1382504 _at
1369072_at
1392177_at
1379164 _at

2.51
2.51
2.52
2.52
2.52
2.53
2.54
2.55
2.55
2.55
2.55
2.55
2.56
2.56
2.57
2.57
2.57
2.57
2.58
2.58
2.58
2.58
2.58
2.58
2.59
2.59
2.6

2.61
2.61
2.62
2.62
2.63
2.64
2.65
2.65
2.66
2.66
2.66
2.67
2.67
2.67
2.67

0.021973
0.040641
0.011576
0.011864
0.02309

0.008225
0.026174
0.009033
0.013449
0.015329
0.022616
0.046408
0.022515
0.023025
0.045071
0.012111
0.009196
0.007786
0.00855

0.018575
0.00767

0.012182
0.024323
0.028055
0.019242
0.034121
0.002702
0.005243
0.009266
0.010215
0.015375
0.005947
0.019855
0.006243
0.018791
0.012336
0.014421
0.048818
0.017978
0.045464
0.004625
0.019954

Rock2

gfbp5

Akap8l|
Zscan21
Zfp775
Pla2g2a

Lrr4
RGD1309079

Kcnab1

Tubb2a
Mixipl

C7; Tubb4b

Six4

Rbm39

Chd7
Adh7

Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 2

insulin-like growth factor binding protein 5

A kinase (PRKA) anchor protein 8-like

zinc finger and SCAN domain containing 21

zinc finger protein 775

phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid)

leucine rich repeat neuronal 4
similar to Ab2-095

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 1

tubulin, beta 2A class lla
MLX interacting protein-like

complement component 7; tubulin, beta 4B class IVb

SLX4 structure-specific endonuclease subunit

RNA binding motif protein 39

chromodomain helicase DNA binding protein 7
alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide



1377114_at
1394451 _at
1376760_at
1376645_at
1395443_at
1381728_at
1380777_at
1385944 _at
1373527_at
1376124_at
1395839_at
1371458_at
1384125_at
1367940_at
1393246_at
1380489_at
1381625_at
1371558_at
1384380_at
1370973_at
1392640_at
1393510_at
1373699_at
1390657_at
1375217_at
1382489_at
1398394 _at
1384815_at
1374621_at
1388039_a_at
1394569_at
1377762_at
1397222_at
1396403_at
1397378_at
1396470_at
1388502_at
1382742_at
1387154 _at
1368395_at
1391481_at
1374263_at

2.67
2.68
2.69
2.7

2.7

2.7

2.71
2.71
2.72
2.72
2.72
2.72
2.73
2.73
2.74
2.74
2.75
2.76
2.77
2.78
2.78
2.78
2.79
2.79
2.8

2.82
2.82
2.83
2.84
2.86
2.86
2.86
2.86
2.87
2.88
2.88
2.9

2.91
2.92
2.92
2.92
2.92

0.02249

0.021047
0.013426
0.036683
0.019237
0.019343
0.029764
0.040029
0.005231
0.010268
0.012387
0.03552

0.001953
0.008118
0.012783
0.00891

0.009558
0.006312
0.009971
0.015329
0.014173
0.011195
0.01063

0.018235
0.016381
0.002388
0.044579
0.013306
0.007725
0.010154
0.013048
0.015712
0.04394

0.003639
0.008161
0.009156
0.00442

0.007901
0.006109
0.011177
0.011672
0.014777

Paxbp1 PAX3 and PAX7 binding protein 1

Medag mesenteric estrogen-dependent adipogenesis

EmI3 echinoderm microtubule associated protein like 3

lqub 1Q motif and ubiquitin domain containing

Zfp142 zinc finger protein 142

Kmt2e lysine (K)-specific methyltransferase 2E

Cxcr7 chemokine (C-X-C motif) receptor 7

Zmynd10 zinc finger, MYND-type containing 10

Nisch nischarin

Scn7a sodium channel, voltage-gated, type VII, alpha subunit
Cry1 cryptochrome circadian clock 1

Sybu syntabulin (syntaxin-interacting)

Phip pleckstrin homology domain interacting protein

Taftc TATA box binding protein (Tbp)-associated factor, RNA polymerase I, C
Gabbr1 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1
RGD1311595 similar to KIAA2026 protein

Inpp5b inositol polyphosphate-5-phosphatase B

Npy pro-neuropeptide Y-like; neuropeptide Y

Gpc3 glypican 3



1395516_at 2.93 0.006109  Arglut arginine and glutamate rich 1

1371250_at 2.93 0.004124 Pf4 platelet factor 4

1396559_at 2.95 0.020065

1393335_at 2.97 0.014754  Egdfl6 EGF-like-domain, multiple 6

1379936_at 2.97 0.014898

1395278_at 2.97 0.028362

1389564 _at 2.98 0.015939  Ccnl2 cyclin L2

1397150_at 2.98 0.02596

1390263_at 2.99 0.028262 Gnas GNAS complex locus

1377303_at 3.01 0.01542

1385231_at 3.02 0.004682

1385355_at 3.02 0.01481

1384277_at 3.03 0.005748  Plekhh1 pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4 domain) member 1
1375043_at 3.03 0.010389

1382448_at 3.03 0.024498

1389957 _at 3.06 0.005579  Ttc3 tetratricopeptide repeat domain 3
1385713_at 3.1 0.015125  Akap8l A kinase (PRKA) anchor protein 8-like
1388684 _at 3.11 0.012119  Fnbp4 formin binding protein 4

1390375_at 3.1 0.004526  Akap8l A kinase (PRKA) anchor protein 8-like
1381868_at 3.11 0.03846

1377323_at 3.12 0.006824 Pla2g4b phospholipase A2, group IVB (cytosolic)
1383239_at 3.13 0.012452  Zcchc7 zinc finger, CCHC domain containing 7
1370912_at 3.13 0.002388 Hspaila heat shock 70kD protein 1A

1368247_at 3.14 0.006395 Hspaia; Hspalb heat shock 70kD protein 1A; heat shock 70kD protein 1B (mapped)
1383517_at 3.14 0.016381

1373260_at 3.16 0.006205 Caprin2 caprin family member 2

1396373_at 3.19 0.014692

1397286_at 3.2 0.024611

1380285_at 3.22 0.023782 Chrd chordin

1368452_at 3.23 0.006692  Abcc6 ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 6
1368441_at 3.24 0.015896  MsIn mesothelin

1371595_at 3.24 0.00981 LOC100912446 uncharacterized LOC100912446
1389690_at 3.25 0.020445 Ooep oocyte expressed protein

1383913_at 3.26 0.015838 LOC100911719 uncharacterized LOC100911719
1378618_at 3.28 0.036727

1394562_at 3.29 0.00755

1386718_at 3.3 0.015508  Akric19 aldo-keto reductase family 1, member C19
1396397_at 3.33 0.007638

1378062_at 3.35 0.024927

1375263_at 3.36 0.021932

1377377 _at 3.36 0.025465

1378825_a_at  3.37 0.009926  Dennd4b DENN/MADD domain containing 4B



1380001_at
1384967_at
1394330_at
1373773_at
1394557 _at
1376313_at
1390112_at
1381283_at
1384452_at
1382976_at
1368035_a_at
1398861 _at
1378960_at
1394572_at
1383875_at
1391770_at
1388924 _at
1398691_at
1383409_at
1379150_at
1382764 _at
1383691_at
1396225_at
1395762_at
1393759_at
1392368_at
1384146_at
1396763_at
1378347_at
1378682_at
1391006_at
1381555_at
1387312_a_at
1390300_at
1392795_at
1381714 _at
1396410_at
1395837_at
1381732_at
1387134 _at
1397624 _at
1382982_at

3.39
3.41
3.43
3.44
3.48
3.49
3.5

3.52
3.52
3.53
3.56
3.56
3.56
3.56
3.57
3.57
3.59
3.61
3.66
3.69
3.69
3.71
3.77
3.78
3.83
3.83
3.87
3.89
3.9

3.9

4.03
4.08
4.09
4.09
4.12
4.15
4.18
4.23
4.28
4.31
4.31
4.31

0.018415
0.006243
0.020908
0.017822
0.008118
0.016241
0.011986
0.01219

0.020073
0.027908
0.007357
0.002658
0.007725
0.044719
0.01048

0.028592
0.002388
0.013378
0.016139
0.012851
0.042798
0.02249

0.009447
0.009385
0.012437
0.012135
0.011756
0.025801
0.009423
0.014923
0.015381
0.006395
0.007897
0.010011
0.015712
0.046315
0.007725
0.013157
0.011802
0.011177
0.013055
0.030076

Pnn

Gpmé6a

Tpcn2
Efemp1

Ptprf
Nxf1

Upkib

Angptl4

LOC100911221

Gcek

Slfn3

pinin, desmosome associated protein

glycoprotein méa

two pore segment channel 2
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1

protein tyrosine phosphatase, receptor type, F
nuclear RNA export factor 1

uroplakin 1B
angiopoietin-like 4

uncharacterized LOC100911221

glucokinase

schlafen 3



1387908_at 4.36 0.015117 Rasd1 RAS, dexamethasone-induced 1

1368036_at 4.38 0.006243  Ptprf protein tyrosine phosphatase, receptor type, F
1374364 _at 4.38 0.00971 Fam193b family with sequence similarity 193, member B
1380837_at 4.38 0.008042

1381420_at 4.48 0.036788

1381620_at 4.5 0.010831

1379957 _at 4.53 0.010617  Slfn13 schlafen family member 13
1391843_at 4.54 0.010454

1380858_at 4.57 0.00379

1383439_at 4.67 0.004392 Npas2 neuronal PAS domain protein 2
1379834 _at 4.75 0.006864

1378434 _at 4.78 0.009731

1392846_at 4.87 0.015262

1380807_at 5.02 0.006553

1394729_at 5.19 0.028136

1397722_at 5.33 0.017917

1398566_at 5.48 0.012232

1368692_a_at 5.55 0.00633 Chka choline kinase alpha

1381753_at 5.73 0.016955

1381175_at 5.77 0.016431  Sltm SAFB-like, transcription modulator
1380464 _at 6.16 0.006015

1395845_at 6.86 0.014021

1382681_at 7.52 0.008037

Genes diferenciales en los machos 67mg_90d del estudio A de toxicidad aguda de 90 dias (se ordenan segun la tasa de cambio, FC).

Transcript ID FC FDR Gene Symbol Description

1381811_at -6.03 0.004146

1368303_at -4.63 0.019434 Per2 period circadian clock 2

1371400_at -4.28 0.018714 Thrsp thyroid hormone responsive

1375549_at -3.42 0.038228

1393084 _at -3.22 0.018714 Hrasls HRAS-like suppressor

1390430_at -3.01 0.038228 Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1370541_at -2.93 0.018714 Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1382232_at -2.13 0.019434 Gpt2 glutamic pyruvate transaminase (alanine aminotransferase) 2
1382848_at 2.16 0.043286

1374244 _at 2.2 0.033882 LOC501038 Ab2-060

1390832_at 2.94 0.033581 Tmcc3 transmembrane and coiled-coil domain family 3
1377192_a_at 3.18 0.038228 Clpx caseinolytic mitochondrial matrix peptidase chaperone subunit
1390850_at 3.56 0.038228

1372727_at 3.6 0.019434

1390383_at 4.15 0.033581 Plin2 perilipin 2



1374531_at 418 0.006635 Slc6a6 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 6

1389377_at 4.27 0.00784 Insig2 insulin induced gene 2

1379411 _at 4.42 0.018452 LOC100911353 uncharacterized LOC100911353
1373718_at 5.06 0.004139 Tubb2a tubulin, beta 2A class lla
1393690_at 5.22 0.033581 Insig2 insulin induced gene 2

1377014 _at 8.16 0.013069 Nim1k NIM1 serine/threonine protein kinase

Genes diferenciales en los machos 48mg_90d del estudio B de toxicidad aguda de 90 dias (se ordenan segun la tasa de cambio, FC).

TranscriptID FC FDR Gene Symbol Description

1387156_at -22.4 0.014533 Hsd17b2 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2

1387874 _at -18.36 0.020325 Dbp D site of albumin promoter (albumin D-box) binding protein
1369226_at -7.11 0.037481 Kng2 kininogen 2

1388202_at -6.1 0.039302 RT1-EC2 RT1 class Ib, locus EC2

1378745_at -5.92 0.027204 Per3 period circadian clock 3

1385374 _at -5.62 0.027204 Tef thyrotrophic embryonic factor

1370816_at -5.43 0.023497 Nr1d1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
1370541_at -5.25 0.027148 Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1387336_at -4.72 0.023497 Nat8 N-acetyltransferase 8

1371400_at -4.56 0.020325 Thrsp thyroid hormone responsive

1388203_x_at -4.37 0.036387 RT1-CE10; RT1-EC2 RT1 class |, locus CE10; RT1 class Ib, locus EC2
1390430_at -4.3 0.023497 Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2
1373975_at -3.74 0.032403 Inmt indolethylamine N-methyltransferase

1371143_at -3.67 0.038117 Serpina7 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 7
1370007_at -3.54 0.032584 Pdia4 protein disulfide isomerase family A, member 4
1394304 _at -3.53 0.03281

1384312_at -3.34 0.031954 Irx1 iroquois homeobox 1

1368621_at -3.34 0.027443 Aqgp9 aquaporin 9

1370806_at -3.32 0.031954 Retsat retinol saturase (all trans retinol 13,14 reductase)
1389014 _at -3.31 0.033827 Nampt nicotinamide phosphoribosyltransferase

1368458_at -3.18 0.027204 Cyp7ai cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
1374625_at -3.04 0.014203 Hes6 hes family bHLH transcription factor 6

1385839_x_at -3.04 0.031887 Tm2d1 TM2 domain containing 1

1387703_a_at -2.97 0.029917 Usp2 ubiquitin specific peptidase 2

1374303_at -2.96 0.037953 Alkbh2 alkB, alkylation repair homolog 2 (E. coli)

1377666_at -2.91 0.019923 Chdh choline dehydrogenase

1385707 _at -2.89 0.038117 Lect2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2

1372704 _at -2.84 0.037191 Ostc oligosaccharyltransferase complex subunit (non-catalytic)
1373777_at -2.83 0.031843 Rgs16 regulator of G-protein signaling 16

1388071_x_at -2.77 0.030201 RT1-EC2 RT1 class Ib, locus EC2

1374176_at -2.76 0.048334 Lurap1l leucine rich adaptor protein 1-like

1381811_at -2.76 0.03281



1388587_at
1373512_at
1388146_at
1368191_a_at
1393516_at
1388271_at
1372026_at
1387116_at
1383826_at
1387915_at
1368059_at
1390587_x_at
1390802_at
1368303_at
1367795_at
1373918_at
1385585_at
1370350_x_at
1390455_at
1368435_at
1375362_at
1387669_a_at
1373890_at
1368290_at
1368400_at
1373207_at
1378138_at
1388857_at
1375879_at
1393831_at
1377015_at
1371147 _at
1367879_at
1368446_at
1376437_at
1373810_at
1392498_at
1370359_at
1371782_at
1388904 _at
1381386_at
1384275_at

275
2.74
2.74
-2.68
-2.68
-2.65
-2.65
-2.64
-2.64
-2.63
-2.62
-2.62
2.6

-2.59
-2.58
-2.58
-2.57
-2.57
-2.56
-2.55
-2.55
-2.55
-2.53
-2.53
-2.53
-2.53
-2.52
2,52
-2.52
-2.51
-2.51
2.5

2.5

2.5

2.5

-2.49
-2.49
-2.47
-2.47
-2.46
-2.44
-2.44

0.030456
0.042515
0.034066
0.020325
0.027847
0.02742

0.03281

0.025426
0.037508
0.049818
0.024089
0.023497
0.042442
0.04173

0.030089
0.042515
0.023497
0.042515
0.036208
0.022565
0.03281

0.038555
0.024089
0.042515
0.049597
0.027466
0.023497
0.038919
0.026206
0.037508
0.022584
0.032313
0.048974
0.020325
0.034611
0.024632
0.027148
0.027204
0.028704
0.019923
0.029455
0.034611

ler3

livbl
LOC100912222
Slc22a1
Slc16a12

Mt2A
RGD1359310
Dnajb9

Rab40b

Vimp

Crym
LOC102549923
Plgrkt

Per2

Ifrd1

Rdh11
LOC690286
LOC100912870; Rup2
Abhd2

Cyp8b1

Sppl2a

Ephx1

Chchd5

Cyr6é1

Timm8a1i

Cers6

Kif16b

Sec23b

Hykk

Serpina3m
Cdk5rap3
Spink3
LOC100910823
Pla2gi2a
Ppp2r5c
Amyla
Nipsnap3b

Znf750

immediate early response 3

ilvB (bacterial acetolactate synthase)-like

uncharacterized LOC100912222

solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 1
solute carrier family 16, member 12

metallothionein 2A

similar to RIKEN cDNA 9430023L20

DnadJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9

Rab40b, member RAS oncogene family

VCP-interacting membrane protein

crystallin, mu

zinc finger protein 120-like; zinc finger protein 91-like
plasminogen receptor, C-terminal lysine transmembrane protein
period circadian clock 2

interferon-related developmental regulator 1

retinol dehydrogenase 11 (all-trans/9-cis/11-cis)

similar to hepatic leukemia factor

urinary protein 2-like; urinary protein 2

abhydrolase domain containing 2

cytochrome P450, family 8, subfamily b, polypeptide 1

signal peptide peptidase-like 2A

epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic)
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 5
cysteine-rich, angiogenic inducer, 61

translocase of inner mitochondrial membrane 8 homolog A1 (yeast)
ceramide synthase 6

kinesin family member 16B

Sec23 homolog B (S. cerevisiae)

hydroxylysine kinase

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A, member 3M
CDKS5 regulatory subunit associated protein 3

serine peptidase inhibitor, Kazal type 3

derlin-2-like

phospholipase A2, group XIIA

protein phosphatase 2, regulatory subunit B', gamma
amylase, alpha 1A (salivary)

nipsnap homolog 3B (C. elegans)

zinc finger protein 750



1367765_at -2.43 0.03281 Tcn2 transcobalamin 2

1389034 _at -2.41 0.047588 Usp18 ubiquitin specific peptidase 18

1376537_at -2.41 0.03541

1398879_at 2.4 0.020325 Tmem66 transmembrane protein 66

1373037_at -2.39 0.039572 Ube2l6 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6

1376733_at -2.39 0.029064 Igsf11 immunoglobulin superfamily, member 11

1388734 _at -2.39 0.015304 LOC102546572 zinc finger protein 709-like

1368695_at -2.38 0.02609 C4bpb complement component 4 binding protein, beta
1371355_at -2.38 0.020325 Ndufa8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 8
1371590_s_at -2.38 0.031954 Ubl5 ubiquitin-like 5

1373790_at -2.38 0.029022 Carl14 carbonic anhydrase 14

1392946_at -2.37 0.020375 11r1 interleukin 1 receptor, type |

1367927 _at -2.36 0.037508 LOC688815; Phb similar to prohibitin; prohibitin

1368328_at -2.35 0.019923 Gys2 glycogen synthase 2

1388851_at -2.35 0.027204 Hspa9; LOC100912578 heat shock protein 9; stress-70 protein, mitochondrial-like
1387868_at -2.35 0.04173 Lbp lipopolysaccharide binding protein

1399146_at -2.35 0.04173 Dolk dolichol kinase

1370191_at -2.34 0.049818 Azin1 antizyme inhibitor 1

1388683_at -2.34 0.019923 Naa38 N(alpha)-acetyltransferase 38, NatC auxiliary subunit
1374892_at -2.34 0.040041 Sat2 spermidine/spermine N1-acetyltransferase family member 2
1374478_at -2.34 0.03641 RGD1305347 similar to RIKEN cDNA 2610528J11

1368943_at -2.33 0.027204 Rnase4 ribonuclease, RNase A family 4

1387599_a_at -2.32 0.028148 Ngo1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1

1370881_at -2.32 0.043411 Tst thiosulfate sulfurtransferase

1398752_at -2.31 0.048379 sep-15 selenoprotein 15

1388103_at -2.31 0.041929 Tmem37 transmembrane protein 37

1371580_at -2.31 0.030958 Erlin1 ER lipid raft associated 1

1376807_at -2.31 0.042833 Rabl3 RAB, member of RAS oncogene family-like 3

1394020_at -2.31 0.041334

1369225_at -2.3 0.040733 Kng2 kininogen 2

1398966 _at -2.3 0.02617 LOC687029 similar to differentially expressed in B16F10 1

1372948_at -2.3 0.029022 Mrp63 mitochondrial ribosomal protein 63

1387038_at -2.3 0.036208 Ccs; LOC100911589 copper chaperone for superoxide dismutase; copper chaperone for superoxide dismutase-like
1371579_at -2.3 0.028704

1398933_at -2.29 0.029064 Higd2a HIG1 hypoxia inducible domain family, member 2A
1373963_at -2.29 0.041071 Hdhd3 haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 3
1387259_at -2.29 0.040119 Cdh2 cadherin 2

1375268_at -2.29 0.020325 Rps271 ribosomal protein S27-like

1385110_at -2.29 0.047588

1368790_at -2.28 0.036208 Serpinal0 protein Z-dependent protease inhibitor-like; serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin)
1370859_at -2.28 0.0297 Pdia6 protein disulfide isomerase family A, member 6

1372254 _at -2.28 0.035829 Serping1 serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1



1368447 _x_at
1368497_at
1388626_at
1392460_at
1376690_at
1379853_at
1388428_at
1372352_at
1368275_at
1380360_at
1390111_at
1376089_at
1374323_at
1373686_at
1371720_at
1379422_at
1388463_at
1374662_at
1383665_at
1370226_at
1371523_at
1383587_at
1388983_at
1367818_at
1383392_at
1372893_at
1370134 _at
1373625_at
1376868_at
1371634 _at
1389140_at
1399107_at
1375209_at
1368121_at
1398359_at
1376581 _at
1367500_at
1367741_at
1383999_at
1374650_at
1369991_at
1367843_at

-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.27
-2.26
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.24
-2.24
-2.24
-2.23
-2.23
-2.23
-2.23
-2.22
-2.22
-2.22
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.21
-2.2

2.2

2.2

-2.2

-2.2

2.2

-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.19
-2.18
-2.17
-2.17

0.041071
0.021416
0.036339
0.017091
0.039313
0.031925
0.027204
0.032964
0.048113
0.036334
0.037508
0.020325
0.022584
0.022584
0.027204
0.028941
0.035337
0.038018
0.043736
0.027204
0.047076
0.027204
0.029865
0.017091
0.020325
0.044942
0.035829
0.033822
0.039572
0.044906
0.042515
0.033768
0.032584
0.042442
0.047313
0.027204
0.037508
0.038355
0.027807
0.04173

0.042487
0.039194

Spink3
Abcc2
Ddrgk1
LOC100365089
Med21
Hspb11
Dtd1
Manf
Msmo1
Omat
Fam91a1

Bccip
Serpina6
Mrpl20
Alg13
Tex264
Slc35a1
Lpin2
Cstb
Commd1
Ptplad1
RGD1305045
Coq3
C2; Cfb
Yipf1
Slc33at
Shmt1
Cobll1
Tmem126a
Spcs2
Smim8
Osbpli1
Akr7a3
Rnf181
Dtd2
Shfm1
Herpud1

Nedd9
Seclla
Akr7a2

serine peptidase inhibitor, Kazal type 3

ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 2
DDRGK domain containing 1

rCG50929-like

mediator complex subunit 21

heat shock protein family B (small), member 11
D-tyrosyl-tRNA deacylase 1

mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor
methylsterol monooxygenase 1

OMA1 zinc metallopeptidase

family with sequence similarity 91, member A1

BRCA2 and CDKN1A interacting protein

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6
mitochondrial ribosomal protein L20

asparagine-linked glycosylation 13

testis expressed 264

solute carrier family 35 (CMP-sialic acid transporter), member A1

lipin 2

cystatin B (stefin B)

copper metabolism (Murr1) domain containing 1

protein tyrosine phosphatase-like A domain containing 1

similar to hypothetical protein

coenzyme Q3 methyltransferase

complement component 2; complement factor B

Yip1 domain family, member 1

solute carrier family 33 (acetyl-CoA transporter), member 1

serine hydroxymethyltransferase 1 (soluble)

cordon-bleu WH2 repeat protein-like 1

transmembrane protein 126A

signal peptidase complex subunit 2 homolog (S. cerevisiae)

small integral membrane protein 8

oxysterol binding protein-like 11

aldo-keto reductase family 7, member A3 (aflatoxin aldehyde reductase)
ring finger protein 181

D-tyrosyl-tRNA deacylase 2

split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1
homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-like domain member 1

neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9
SEC11 homolog A (S. cerevisiae)
aldo-keto reductase family 7, member A2 (aflatoxin aldehyde reductase)



1375634 _at
1368552_at
1367541 _at
1387636_a_at
1368593_at
1397205_at
1377730_at
1371521_at
1388777_at
1369996_at
1370321_at
1370149_at
1367632_at
1387221_at
1370454 _at
1373058_at
1378196_at
1386877_at
1367677_at
1367769_at
1368311_at
1377252_at
1399073_at
1372455_at
1370428_x_at
1389302_at
1375529_at
1367468_at
1388583_at
1393361 _at
1371658_at
1369975_at
1381190_at
1390500_at
1367585_a_at
1375924 _at
1394003_at
1386871_at
1374254 _a_at
1376792_at
1398946_at
1375056_at

-2.17
-2.17
-2.16
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.15
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.14
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.13
-2.12
-2.12
-2.12
-2.12
-2.11
-2.11
-2.11
-2.11
-2.1

-2.1

-2.1

-2.1

-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.09
-2.08

0.030958
0.036
0.049608
0.019923
0.042442
0.031954
0.04765
0.017091
0.038375
0.036208
0.035989
0.03725
0.04046
0.035829
0.041957
0.037454
0.036094
0.023497
0.035569
0.038919
0.048772
0.043145
0.03541
0.032782
0.043874
0.047707
0.037078
0.027204
0.039572
0.044805
0.036094
0.037911
0.027847
0.035039
0.028148
0.026206
0.034301
0.027204
0.047588
0.031954
0.048707
0.036334

Ccdc53
Grpeld

Mettl5
Tmem1i4c
Cd1d1

Dhrs7; LOC100364391
RGD1310769
Sin3b

Ssr3

Polr2f

Aifm1

Asgri

Glul

Gch1

Homer1
Tmem30a
Slc43at
Ap2s1

Prdx5

Polr2g

Mgmt

Smg8

Otub1; RGD1565010
Tspani2
RT1-A2; RT1-A3; RT1-EC2
Ino80c

Cbr4

Scand1
Cxcl12
Snrnp25
Emc8
Trnaulap
Lmo7

Aftph

Atpiai
Fabp12
LOC100362333; Pole3
Gpx4
Tmem205
Evala
Mrps16
Ociad2

coiled-coil domain containing 53

GrpE-like 1, mitochondrial

methyltransferase like 5

transmembrane protein 14C

CD1d1 molecule

dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7; dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7-like
similar to HSPC288

SINS transcription regulator family member B

signal sequence receptor, gamma

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F
apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated 1
asialoglycoprotein receptor 1

glutamate-ammonia ligase

GTP cyclohydrolase 1

homer homolog 1 (Drosophila)

transmembrane protein 30A

solute carrier family 43 (amino acid system L transporter), member 1
adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit

peroxiredoxin 5

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide G
O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

SMG8 nonsense mediated mRNA decay factor

OTU deubiquitinase, ubiquitin aldehyde binding 1; similar to HSPC263
tetraspanin 12

RT1 class la, locus A2; RT1 class |, locus A3; RT1 class Ib, locus EC2
INO80 complex subunit C

carbonyl reductase 4

SCAN domain-containing 1

chemokine (C-X-C moitif) ligand 12

small nuclear ribonucleoprotein 25 (U11/U12)

ER membrane protein complex subunit 8

tRNA selenocysteine 1 associated protein 1

LIM domain 7

aftiphilin

ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 1 polypeptide

fatty acid binding protein 12

DNA-directed DNA polymerase epsilon 3; polymerase (DNA directed), epsilon 3, accessory subunit
glutathione peroxidase 4

transmembrane protein 205

eva-1 homolog A

mitochondrial ribosomal protein S16

OCIA domain containing 2



1369788_s_at
1370202_at
1370224 _at
1388300_at
1390125_at
1395815_at
1372368_at
1377831_at
1377310_at
1398831_at
1370950_at
1388410_at
1368762_at
1371780_at
1388930_at
1389524 _at
1368863_at
1371647_at
1389381 _at
1386990_at
1370086_at
1370232_at
1367999_at
1389296_at
1398750_at
1368360_at
1372261 _at
1392897_at
1371073_at
1375516_at
1368230_a_at
1372599_at
1372813_at
1382440_at
1373947_at
1369986_at
1388326_at
1372156_at
1367656_at
1375977 _at
1374439_at
1372130_at

-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.08
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.07
-2.06
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.05
-2.04
-2.04
-2.04
-2.04
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.03
-2.02
-2.02
-2.02

0.027466
0.042515
0.029022
0.038919
0.038375
0.017091
0.027204
0.027204
0.047588
0.022584
0.047667
0.027204
0.032584
0.031887
0.037971
0.029022
0.032407
0.04721

0.030433
0.042443
0.021416
0.035444
0.022565
0.030958
0.047668
0.038375
0.027443
0.041334
0.03281

0.029022
0.039302
0.019923
0.034702
0.042946
0.049207
0.024007
0.027204
0.045686
0.039285
0.039572
0.022584
0.043668

Jun
Pla2g16
Stat3
Mgst3
Tm9sf1

Psmb4
Ppap2b
Ugp2
Ubd
Kdelr2
Tmem123
Ythdf3
Nme3
Tm9sf3
Sgstm1
Ebp
Fag

Ivd
Aldh2
Emc2
Calr
Plg

B4galt1
Ndufc2
Ndufaf3
Mgst2
Mien1
Daglb
Dpt
Hagh
Ndufs8
Tmem97
Psmb7
Cetn2
Yipf3
Arfgefi

jun proto-oncogene

phospholipase A2, group XVI

signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)
microsomal glutathione S-transferase 3

transmembrane 9 superfamily member 1

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 4
phosphatidic acid phosphatase type 2B

UDP-glucose pyrophosphorylase 2

ubiquitin D

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention receptor 2
transmembrane protein 123

YTH domain family, member 3

NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 3
transmembrane 9 superfamily member 3
sequestosome 1

emopamil binding protein (sterol isomerase)

fibrinogen gamma chain

isovaleryl-CoA dehydrogenase

aldehyde dehydrogenase 2 family (mitochondrial)

ER membrane protein complex subunit 2

calreticulin

plasminogen

UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 1

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2

NADH dehydrogenase (ubiquinone) complex |, assembly factor 3

microsomal glutathione S-transferase 2

migration and invasion enhancer 1-like; similar to chromosome 17 open reading frame 37;
diacylglycerol lipase, beta

dermatopontin

hydroxyacyl glutathione hydrolase

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8

transmembrane protein 97

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 7

centrin, EF-hand protein, 2

Yip1 domain family, member 3

ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor 1(brefeldin A-inhibited)



1396203_at -2.02 0.027466 Mios missing oocyte, meiosis regulator, homolog (Drosophila)

1387856_at -2.02 0.028269 Cnn3 calponin 3, acidic

1398260_a_at -2.02 0.035569 Serpind1 serpin peptidase inhibitor, clade D (heparin cofactor), member 1
1387816_at -2.01 0.027466 Igfals insulin-like growth factor binding protein, acid labile subunit
1388679_at -2.01 0.037191 Tbc1d14 TBC1 domain family, member 14

1382325_at -2.01 0.023497 Gcat; LOC100910685 glycine C-acetyltransferase; 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase, mitochondrial-like
1373011_at -2.01 0.027204 Fam134b family with sequence similarity 134, member B
1388593_at 2.01 0.040252

1391525_at 2.01 0.040997

1395092_at 2.02 0.042456 Rbm39 RNA binding motif protein 39

1391006_at 2.03 0.037508

1396225_at 2.04 0.037508

1382742_at 2.04 0.037508

1390360_a_at 2.05 0.020325 Safb2 scaffold attachment factor B2

1390048_at 2.05 0.03281 Srrm2 serine/arginine repetitive matrix 2

1371884 _at 2.05 0.03281 Ttc3 tetratricopeptide repeat domain 3

1382500_at 2.06 0.029064

1373260_at 2.07 0.037191 Caprin2 caprin family member 2

1383359_at 2.08 0.034852 Lnx2 ligand of numb-protein X 2

1384380_at 2.08 0.048707

1375774 _at 2.09 0.035989

1380285_at 2.1 0.038375 Chrd chordin

1397370_at 21 0.042442

1383239_at 2.1 0.04765 Zcche7 zinc finger, CCHC domain containing 7

1384098_at 212 0.035173 Rnf125 ring finger protein 125

1382551_at 2.14 0.045121 Itsn2 intersectin 2

1390383_at 2.14 0.028704 Plin2 perilipin 2

1394817_at 2.14 0.04912

1390423_at 2.16 0.041705 Mycbp2 MYC binding protein 2, E3 ubiquitin protein ligase
1367718_at 2.16 0.038919 Chkb choline kinase beta

1372868_at 2.16 0.037508 Tor3a torsin family 3, member A

1383315_at 217 0.028119 Tsku tsukushi, small leucine rich proteoglycan

1381625_at 2.18 0.037476

1387190_at 2.2 0.047375 Dgka diacylglycerol kinase, alpha

1373211_at 2.2 0.029022 Fbxw4; LOC100911855 F-box and WD repeat domain containing 4; F-box/WD repeat-containing protein 4-like
1395599_at 2.2 0.039617

1384146_at 2.2 0.044745

1394717_at 2.21 0.048707

1372524 _at 2.23 0.049427 Lpin1 lipin 1

1378015_at 2.24 0.03281 Ccl21 chemokine (C-C motif) ligand 21

1372495_at 2.24 0.043081 Vps9d1 VPS9 domain containing 1

1384125_at 2.25 0.019923 Kmt2e lysine (K)-specific methyltransferase 2E



1368036_at
1375453_at
1375442_at
1371250_at
1388039_a_at
1379797 _at
1387154 _at
1384738_at
1382298_at
1381321_at
1371558_at
1394728_at
1379990_at
1390375_at
1377969_at
1377801 _at
1389137_at
1383517_at
1395819_at
1376313_at
1379200_at
1389436_at
1378361 _at
1374531_at
1379481_at
1375925_at
1371065_at
1381129_at
1386718_at
1393246_at
1387203_at
1381555_at
1378522_at
1396155_at
1377377_at
1373287_at
1372727_at
1395278_at
1377192_a_at
1382504 _at
1387908_at
1390263_at

2.25
2.25
2.26
2.26
2.26
2.26
2.27
2.27
2.29
2.29
2.3

2.31
2.35
2.38
2.4

2.4

2.4

2.4
2.41
2.43
2.44
2.45
2.46
2.49
2.51
2.52
2.55
2.55
2.58
2.58
2.59
2.59
2.59
2.6

2.62
2.64
2.64
2.68
2.69
2.7

2.71
2.74

0.026206
0.042946
0.03725

0.027204
0.032782
0.038047
0.019923
0.034559
0.031954
0.017091
0.037971
0.035869
0.034593
0.045302
0.033019
0.042839
0.046421
0.03725

0.042442
0.027466
0.03281

0.027204
0.014203
0.027204
0.036208
0.027204
0.042472
0.042442
0.031493
0.041334
0.032901
0.039983
0.045048
0.027443
0.048113
0.036943
0.032403
0.041505
0.027466
0.047618
0.034301
0.038974

Ptprf
Gpatch8
Mphosph10
Pf4

Gabbr1

LOC100912228; Npy
Zbtb40

Nisch

Akap8l
LOC100910650
Six4

Tpcn2
Dzip3
Mss51
Chd7
Slc6a6
Pabpn1

LOC688090; RT1-Bb
LOC100913004
Akric19

Zmynd10

Gcekr

Atoh8

Clpx
Chd7
Rasd1
Gnas

protein tyrosine phosphatase, receptor type, F

G patch domain containing 8

M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar ribonucleoprotein)
platelet factor 4

gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 1

pro-neuropeptide Y-like; neuropeptide Y
zinc finger and BTB domain containing 40

nischarin

A kinase (PRKA) anchor protein 8-like
uncharacterized LOC100910650
SLX4 structure-specific endonuclease subunit

two pore segment channel 2

DAZ interacting zinc finger protein 3

MSS51 mitochondrial translational activator

chromodomain helicase DNA binding protein 7

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 6
poly(A) binding protein, nuclear 1

similar to RT1 class Il histocompatibility antigen, B-1 beta chain precursor (RT1.B-beta(1)); RT1 class Il, locus Bb

uncharacterized LOC100913004
aldo-keto reductase family 1, member C19
zinc finger, MYND-type containing 10
glucokinase (hexokinase 4) regulator

atonal homolog 8 (Drosophila)

caseinolytic mitochondrial matrix peptidase chaperone subunit
chromodomain helicase DNA binding protein 7

RAS, dexamethasone-induced 1

GNAS complex locus



1398394 _at
1398861 _at
1368452_at
1388924 _at
1384080_at
1372699_at
1389957_at
1377588_at
1395211_s_at
1381175_at
1374364 _at
1385713_at
1393759_at
1397164 _at
1398566_at
1371595_at
1374159_at
1377014_at
1393564 _at
1380807 _at
1380464 _at
1373718_at
1397722_at
1381732_at
1393852_at
1383439_at
1368692_a_at
1377516_at

2.77
2.8

2.82
2.84
2.88
2.91
2.92
2.92
2.94
2.94
2.95
2.96
2.99
3.04
3.08
3.1

3.1
3.27
3.32
3.6

3.7

4.03
4.14
4.51
5.5

6.26
7.64
9.1

0.027204
0.026461
0.027204
0.030037
0.042515
0.047069
0.019923
0.048042
0.034812
0.045306
0.044438
0.037508
0.048113
0.038313
0.027204
0.023497
0.038919
0.042515
0.047588
0.042342
0.021941
0.019923
0.027204
0.036419
0.049174
0.044906
0.025426
0.029917

Nxf1
Abcc6
Angptl4
Greb1l
Zfp775
Ttc3

Svil

Sltm
Fam193b
Akap8l|

LOC100912446

LOC100912446
Als2cl

Nim1k

Dzip3

Tubb2a

Vps37b
Npas2
Chka

nuclear RNA export factor 1

ATP-binding cassette, subfamily C (CFTR/MRP), member 6
angiopoietin-like 4

growth regulation by estrogen in breast cancer-like

zinc finger protein 775

tetratricopeptide repeat domain 3

supervillin

SAFB-like, transcription modulator

family with sequence similarity 193, member B
A kinase (PRKA) anchor protein 8-like

uncharacterized LOC100912446

uncharacterized LOC100912446
ALS2 C-terminal like

NIM1 serine/threonine protein kinase
DAZ interacting zinc finger protein 3

tubulin, beta 2A class lla

vacuolar protein sorting 37 homolog B (S. cerevisiae)
neuronal PAS domain protein 2
choline kinase alpha







Anexo VII: Protocolo LC-MS/MS

Plataforma de Protedmica, Parc Cientific de Barcelona
Protein ID results (LC-MSMS)

Procedure

1. Automatic in-gel digestion

In-gel tryptic digestion was performed in the automatic protein digestion system InvestigatorTM Progest (Genomic
Solution). Briefly, the SDS-band gels were washed with ammonium bicarbonate (25mM NH4HCOS3) and acetonitrile
(ACN). Immediately, the sample was reduced (DTT 10mM; 30 min, 560C) and alkylated (iodoacetamide 55mM; 210C,
30 min, in the dark). Afterwards, the sample was digested with porcine trypsin (Sequence grade modified Trypsin,
Promega; 80ng trypsin/sample; 370C overnight 16h). Finally, the resulting peptide mixture was extracted from gel
matrix with 10% formic acid (FA) and ACN, and dried-down.

2. LC-MSMS analysis

The dried-down peptide mixture was analyzed in a nanoAcquity liquid chromatographer (Waters) coupled to a LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo Scientific) mass spectrometer. Tryptic peptides were resuspended in 1% formic acid solution
and an aliquot was injected for their chromatographic separation. Peptides were trapped on a Symmetry C18TM trap
column (5pm 180pm x 20mm; Waters), and were separated using a C18 reverse phase capillary column (75 pm Oi, 25
cm, nanoAcquity, 1.7um BEH column; Waters). The gradient used for the elution of the peptides was 0 to 40 % B in 20
minutes, followed by gradient from 40% to 60% in 5 min (A: 0.1% FA; B: 100% ACN, 0.1%FA), with a 250 nL/min flow
rate.

Eluted peptides were subjected to electrospray ionization in an emitter needle (PicoTipTM, New Objective) with an
applied voltage of 2000V. Peptide masses (m/z 300-1700) were analyzed in data dependent mode where a full Scan
MS in the Orbitrap with a resolution of 60,000 FWHM at 400m/z. Up to the 10th most abundant peptides (minimum
intensity of 500 counts) from each MS scan were selected and then fragmented using CID (collision induced
dissociation) in a linear ion trap (LTQ) using helium as collision gas, with 38% normalized collision energy. Generated
raw data were collected with Thermo Xcalibur (v.2.2).

3. Database search

The software Thermo Proteome Discover (v.1.4.1.14) was used to perform a search by the Sequest HT search engine
against Uniprot green plants (v.january2015) or Swiss-Prot database (v.March2015). Both target and a decoy database
were searched to obtain a false discovery rate (FDR), and thus estimate the number of incorrect peptide-spectrum

matches that exceed a given threshold.

The following search parameters were applied:

Database/Taxonomy: Uniprot Viridiplantae (v.january2015) or SwissProt (v.March2015)
Enzyme: trypsin

Missed cleavage: 2

Fixed modifications: carbamidomethyl of cystein

Variable modificacions: oxidation of methionine

Peptide tolerance: 10 ppm and 0.6 Da (respectively for MS and MS/MS spectra)

Percolator Target FDR (Strict): 0.01; Validation based on: g-Value

To improve the sensitivity of the database search, Percolator (semi-supervised learning machine) was used in order to
discriminate correct from incorrect peptide spectrum matches. Percolator assigns a g-value to each spectrum, which is
defined as the minimal FDR at which the identification is deemed correct. These q values are estimated using the
distribution of scores from decoy database search.

4. ID results

Attached as Excel files, please find the results as lists of proteins. The results have been filtered, so only proteins
identified with at least 2 high confidence peptides (FDR< 0.01) are included in the list.
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Anexo VIII: Opciones de analisis de Cufflinks

TopHat v2.0.9 (Bowtie v2.1.0)

FASTQ Quality Scale: lllumina v1.5 (PHREDG64)

Anchor length: 8

Maximum number of mismatches that can appear in the anchor region of spliced alignment: 0
The minimum intron length: 70

The maximum intron length: 50000

Minimum isoform fraction: 0.15

Maximum number of alignments to be allowed: 20

Minimum intron length that may be found during split-segment (default) search: 50

Maximum intron length that may be found during split-segment (default) search: 500000
Number of mismatches allowed in each segment alignment for reads mapped independently: 2
Minimum length of read segments: 20

Bowtie 2 speed and sensitivity: Sensitive (slower)

Cufflinks v 2.1.1

Number of importance samples generated for each locus during abundance estimation: 1000
Number of iterations allowed during MLE of abundances: 5000

Assembly options:

Prefix for transcripts in reported GTF: CUFF

Minimum isoform fraction: 0.1

Pre-mRNA fraction: 0.15

Maximum intron length: 300000

Alpha value for the binomial test used during false positive spliced alignment filtration: 0.001
Small anchor fraction: 0.09

Minimum fragments per transfrag: 10

The number of bp allowed to enter the intron of a transcript when determining if a read or another transcript
is mappalbe with it: 8

Maximum genomic length allowed for a given bundle: 3500000

Minimum intron length: 50

Minimum average coverage required to attempt 3’ trimming: 10

The fraction of average coverage below which to trim the 3’ end of an assembled transcript: 0.1

Cuffmerge v2.1.1

Discard isoforms with abundance below this (0-1): 0.1

Cuffdiff v2.1.1

Minimum per-locus counts for significant testing: 10
Library size estimation for normalization: Normalize by hits to known transcripts
False Discovey Rate: 0.05
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Anexo IX: Programa Redfin 2D gel image analysis

Information about the image analysis

The images in this experiment were analyzed using the Ludesi Redfin Solo protocol. In this approach, spot detection
and image segmentation takes place in a composite image and the same spot positions and borders are then applied
in all images, after compensation for geometric distortions. The advantages of this protocol is its simplicity and that
every detected protein spot will be assigned a volume in each image. A disadvantage is that some spots may be
assigned misshaped/misaligned borders, leading to an incorrectly measured spot volume. The results may later be
quality controlled by inspection in the individual images and errors can be manually corrected.

Image registration and alignment

The first step is to register corresponding points in the gel images, based on features or patterns that can be seen in
the image. Using this information, the images can be aligned and geometrically transformed (warped) so that
corresponding protein spots appear at the same position in the warped images. The spots should overlap when the
warped imaged are stacked on top of each other. Ludesi Redfin Solo uses a semi-automatic approach, where a human
indicates corresponding points in the images, which may then be improved by computer algorithms. One gel is selected
as the reference gel, and all other gels are aligned/warped to it.

Composite image

A composite image (consensus image or fusion image) is created by merging all the gel images into a single
representative image. This image will then contain all the spots from the individual gels. In order to avoid artifacts, such
as cracks or large stains, from being included in the composite image it is possible to chose to exclude some images,
or image regions, when creating the fusion image.

Spot detection

Spot detection involves using algorithms to detect all real protein spots in the images, while avoiding falsely detecting
anything in the images that does not represent a true spot. The sensitivity of the spot detection algorithm is adjusted to
work well with the specific images. The detected spot positions should be checked for both falsely detected spots and
undetected spots.

Segmentation

In the image segmentation step, it is determined what region in the images contains each protein spot. The region
outline (spot border) should encompass all of the stained area belonging to the spot and nothing from nearby spots. In
the Redfin Solo protocol, spot borders are determined in the composite image and are then applied, after warping, to
all the individual images. After this, verification and adjustment of spot positions and borders can be done in each
individual image.

Quantification

Quantification is the process of measuring the cumulative staining intensity contained within a spot which in turn
corresponds to the relative protein volume. This involves calculating the local background level around a spot, and
subtracting this background level from the staining level contained within the spot as defined by the spot border. The
result is a calculation of the total, background corrected, staining level of the spot.

Normalization

Normalization is the process of making these spot volumes comparable between gel images in the face of technical
differences in staining, scanning, sample volume, and so on.

Ludesi uses a method of normalization that works with gel pairs. The algorithm computes a normalization factor for
each gel and uses it to normalize the spot volumes in that gel:

For each gel pair that has been matched, all matches between the two gels are extracted. The top 50%
matches, based on the spot volumes, are kept.

A spot volume ratio is calculated between each kept spot pair match. A pair-wise normalization factor
between the gels is computed by taking the median of these ratios. This ensures robustness and accuracy
even if the project contains up to 50% regulated spot volumes.

Each gel normalization factor is computed by optimizing an over-determined equation system, resulting from
the pair-wise normalization factors.

Finally, the spot volumes in each gel are multiplied with the corresponding gel normalization factor.
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