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RESUMEN

El cultivo de los citricos representa la mayor piamidn de frutos en el mundo,
superando los 100 millones de toneladas en el 868 dvww.fao.org). Espafia se sitla
entre los principales paises productores a niveldially es el mayor exportador de citricos
para consumo en fresco. La citricultura constityya;, tanto, una importante fuente de
riqueza para el sector agroalimentario mundial giarl. La produccion final depende de
los factores fisiologicos inherentes al propio desl del fruto asi como de su capacidad
para sobrellevar las condiciones ambientales adsgrpermanecer en la planta, superando
asi la abscision. El conocimiento actual sobreretgso de abscision a nivel molecular es
limitado si se compara con el volumen de datosiados a otros procesos fisiolégicos.
Con el propésito de ampliar dicho conocimientoekpresente trabajo se ha llevado a cabo
un analisis global de los cambios que se producaived anatomico, transcriptémico y

bioquimico durante el desarrollo del proceso deialis de los frutos citricos.

La primera aproximacion consistié en la caracter@a anatomica de la zona de
abscision C del fruto (ZAC) durante la activacid@l groceso. Para ello, se establecié una
cinética de abscision de frutos en dos variedadesadanjo dulceitrus sinensigL.) Osb.
cv. ‘Washington Navel' y cv. ‘Navel Ricalate’] bajoatamientosn vitro con etileno y
acido l-aminociclopropano-1-carboxilico. En basestas cinéticas, se determind la serie
temporal de muestras a estudiar mediante diferetdéesicas de microscopia e
histoquimica. El estudio anatémico de la ZAC pedmitelimitar los cambios especificos
que se producen a nivel celular durante la activadel proceso de abscision en frutos y
determinar con exactitud el nimero y las caradieas de las capas celulares que
conforman la ZAC, hecho que facilité el postericalaniento de muestras especificas de

este tejido.

El andlisis de los cambios que se producen a tramscriptomico durante el proceso
de abscisién se llevé a cabo utilizando la microimate cDNA del Proyecto Espafiol de
Genobmica Funcional de Citricos (CFGP; Martinez-Goeo al, 2008), que contiene
21.081 unigenes. Sobre esta micromatriz se hilmdamuestras aisladas mediante
microdiseccion asistida por laser de la ZAC y deddeza del fruto (CF). La serie temporal
de muestras a hibridar se establecié a partir denketica de abscision de frutos tratados

con etileno. La comparacién de la expresion géasmziada a cada tejido a lo largo del
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tratamiento con etileno permitié identificar geresggrupos de genes con una funcién

reguladora potencial del proceso de abscision.

Los resultados de expresion sugieren una actuesé@oencial de la maquinaria
celular durante el desarrollo de la abscision. BE Activa rutas de sefializacion mediadas
por hormonas y especies reactivas del oxigeno (RiEho que queda reflejado en la
activacion de factores de transcripcion de respues$tormonas, proteinas implicadas en la
biosintesis de hormonas y proteinas de destoxifinade ROS. Por otra parte, se inducen
genes que codifican quinasas y proteinas de tipepter, que serian responsables de la
transduccién de las sefiales activadoras de lasafiscAdemas, se produce un recambio de
proteinas (sintesis y degradacién) para poder tafreh nuevo metabolismo y actividad de
las células de la ZAC. Asimismo, se activa el adntte la transcripcion mediante la
induccion de factores de transcripcion perteneegeatdiferentes familias génicas (MADS-
box, bHLH o MYB). Por otra parte, la induccion dengs relacionados con el trafico
intracelular de vesiculas estaria asociada a lestribdicion de proteinas en la ZAC.
Finalmente, se activa la maquinaria de remodelad&®ta pared celular, que permitira la
separacion efectiva del érgano, y rutas de defdresste a patdgenos como medida
preventiva. Paralelamente, los resultados de expresferentes a la sintesis de lignina y
cutina sugieren que estos polimeros se sintetizdepgsitan en la ZAC. Estos Ultimos
datos fueron confirmados, ademas, mediante tinsiespecificas de la ZAC y a través de
la cuantificacion de intermediarios de su ruta idsibtesis en células de la ZAC.

El estudio en profundidad de los perfiles de expresle genes relacionados con la
sintesis y el transporte de vesiculas en la ZA® JaeCF permitié6 determinar su posible
funcion en el proceso de abscision. Ademas, estiisenreveld que las células de la ZAC
promueven, mayoritariamente, la ruta secretoralyaen la actividad de las vias de tréafico
endocitico, vacuolar y de reciclaje. Este transpastaria relacionado con el aporte
extracelular de las enzimas de modificacién decaexesarias para la separacién celular y
de los monémeros de lignina y cutina necesarics faailitar la rotura mecéanica de la ZAC
y permitir el sellado de la herida tras la absaisio

Un andlisis mas exhaustivo de las familias génietcionadas con la modificacion
de la pared celular permiti6 establecer, dentro elelado nimero de proteinas que

normalmente conforman estas familias, aquellasneamique podrian actuar de manera
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especifica en el proceso de abscision. Para ellemas del andlisis de los perfiles de
expresion de estos genes en la ZAC y en la Creai&zd un estudio filogenético con las
posibles proteinas relacionadas con la remodelab@dta pared celular localizadas en la
version v0.9 del ensamblaje del genoma haploid€itteis clementinalas reguladas por
etileno en las células de la ZAC y/o de la CF ydascritas en la literatura como asociadas
a la abscisién en otras especies vegetales. Parpaiite, se ha analizado silico la
expresion diferencial de los genes de citricosepedientes a este tipo de familias en
diferentes ZAs asi como la region promotora de ralguproteinas relacionadas con la
modificacion de la pared potencialmente implicagasla abscision de frutos citricos.
Ademas, este estudio se complementd con el anélistBante cromatografia gas-liquido
de la composicion de monosacéridos de las pareglalmes de la ZAC y mediante la
inmunolocalizaciéon de polisacaridos pécticos en pasedes de la ZAC durante el
desarrollo del proceso de abscision. Los resultaddEaron que los cambios en la
organizacion de los polisacaridos de la pared aelabn suficientes para reducir la
adhesion entre las células de la ZAC y permitgeparacion efectiva del fruto. Ademas, los
datos de inmunolocalizacion correlacionaban condats de expresion de genes que
codifican enzimas que actGan sobre los polisacgrigécticos estudiados (pectin
metilesterasas, pectin acetilesterasas, poligatatdsas, pectato liasgsgalactosidasas y

B-xilosidasas).






RESUM

El cultiu del citrics representa la major produad#fruits en el mén, superant els 100
milions de tones en I'any 2008 (www.fao.org). Es@aes situa entre els principals paisos
productors a nivell mundial i és el major exportade citrics per a consum en fresc. La
citricultura consitueix, per tant, una importanttfale riquesa per al sector agroalimentari
mundial i nacional. La produccié final depén debctors fisiologics inherents al
desenvolupament del fruit aixi com de la capagi&ata suportar les condicions ambientals
adverses i persistir en la planta, superant I'alsg®i EI coneixement actual sobre el procés
d’abscissio a nivell molecular és limitat si es pama amb el volum de dades associades a
altres processos fisildgics. Amb el propdsit d'amphquest coneixement, en el present
treball s’ha realitzat un analisi global del cangise es produeixen a nivell anatomic,
transcriptomic i bioquimic durant el desenvolupameel procés d'abscissié dels fruits

citrics.

La primera aproximacié va consistir en la caratzadid anatomica de la zona
d’'abscissio C del fruit (ZAC) durant I'activacio Iderocés. En primer lloc, es va establir
una cinética d’abscissié de fruits en dos varietattaronger dolgJitrus sinensigL.) Osb.
cv. ‘Washington Navel’ i cv. ‘Navel Ricalate’] daVd&ractamentsn vitro amb etilé i acid
1-aminociclopropa-1-carboxilic. A partir d’aquest@eétiques, es va determinar la série
temporal de mostres a estudiar amb diferents ta@enigqle microscopia i histoquimica.
L'estudi anatomic de la ZAC va permetre delimitir @anvis especifics que es produeixen
a nivell cel-lular durant I'activacié del procésabscissié en fruits i determinar amb
exactitud el nimero i les caracteristiques de &p®s cel-lulars que conformen la ZAC, fet

que va facilitar el posterior aillament de most&sgecifiques d’aquest teixit.

L'andlisi dels canvis que es produeixen a nivedingcriptomic durant el procés
d’'abscissié es va realitzar utilizant la micromatde cDNA del Projecte Espanyol de
Genomica Funcional de Citrics (CFGP; Martinez-Godbwl, 2008), que conté 21.081
unigens. Sobre aquesta micromatriu es van hibridarstres aillades mitjancant
microdisseccié assistida per laser de la ZAC iadedrfa del fruit (CF). La série temporal
de mostres a hibridar es va establir a partir derlética d’abscissio de fruits tractats amb

etilé. La comparacié de I'expressié génica assac@dada teixit durant el tractament amb



etilé va permetre identificar gens o grups de genb una funcié reguladora potencial del

procés d'abscissié.

Els resultats d’expressié suggereixen una actuaeiiencial de la maquinaria
cel-lular durant el desenvolupament de I'abscidsaéZAC activa rutes de senyalitzacio per
hormones i espécies reactives de I'oxigen (ROS)qte es reflectix en I'activacié de
factors de transcripcio de resposta a hormoneseipes implicades en la biosintesi de
hormones i proteines de destoxificacié6 de ROS. dtea banda, s'indueixen gens que
codifiquen quinases i proteines de tipus recepjge, serien responsables de la transduccio
de les senyals activadores de I'abscissi6. A méspredueix un recanvi de proteines
(sintesi i degradacid) per a poder afrontar el metabolisme i activitat de les cél-lules de
la ZAC. Aixi mateix, s’activa el control de la tsmipcid mitjancant I'induccié de factors
de transcripcié que pertanyen a diferents famiigsiques (MADS-box, bHLH o MYB).
L’induccid de gens relacionats amb el trafic inélalular de vesicules estaria associada a la
redistribucié de proteines en la ZAC. Finalmerdcsva la maquinaria de remodelacié de
la paret cel-lular, que permetra la separacio igtecte I'organ, i rutes de defensa contra
patdogens com a mesura preventiva. Paral-lelamisntesultats d’expressio referents a la
sintesi de lignina i cutina suggereixen que aquadisners es sintetitzen i depositen en la
ZAC. Aquestes ultimes dades foren confirmades, & méjancant tincions especifiques de
la ZAC i amb la cuantificacié d'intermediaris dedeua ruta de biosintesi en cél-lules de la
ZAC.

L’estudi en profunditat dels perfils d’expressio gns relacionats amb la sintesi i el
transport de vesicules en la ZAC i en la CF va p&erdeterminar la seua possible funcié
en el procés d'abscissié. A més, aquest analisiaeyue les cel-lules de la ZAC promouen,
majoritariament, la ruta secretora i reduixen Ratdt de les vies de trafic endocitic,
vacuolar i de reciclatge. Aquest transport estagliacionat amb I'aporte extracel-lular dels
enzims de modificacié de paret necessaris persaparacio cel-lular i dels monomers de
lignina i cutina necessaris per a facilitar el ta@ment mecanic de la ZAC i permetre el

segellament de la ferida després de I'abscissio.

Un analisi més exhaustiu de les families géniqgakexionades amb la modificacié de
la paret cel-lular va permetre establir, dins dieVat numero de proteines que normalment

conformen aquestes families, aquells enzims queaegodctuar de manera especifica en el
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procés d’abscissio. Per a aconseguir aix0, a méarmtdisi d’expressié d’aquests gens en
la ZAC i en la CF, es va realitzar un estudi filogtic amb les possibles proteines
relacionades amb la remodelacié de la paret cat-lokcalitzades en la versié v0.9 de
'engalzament del genoma haploide @irus clementinales regulades per I'etilé en les
cél-lules de la ZAC i/o de la CF i les descritedeeliteratura com associades a I'abscissio
en altres espécies vegetals. Per altra bandaasélitzatin silico I'expressié diferencial
dels gens de citrics pertanyents a aquest tiptendidies en diferents ZAs aixi com la regio
promotora d'algunes proteines relacionades amboldifitacié de la paret potencialment
implicades en I'abscissio de fruits citrics. A méaquest estudi es va complementar amb
'analisi amb cromatografia gas-liquid (GLC) dedamposici6 de monosacarids de les
parets cel-lulars de la ZAC i mitjancant I'inmunmaditzacié de polisacarids péctics en les
parets de la ZAC durant el desenvolupament delésrdéabscissio. Els resultats indicaren
que els canvis en l'organitzacié dels polisacasidis suficients per a reduir I'adhesio entre
les cél-lules de la ZAC i permetre la separacicctefe del fruit. A més, les dades
d’'inmunolocalitzacié correlacionaven amb les dadexpressié de gens que codifiquen
enzims que actuen sobre els polisacarids pécticsliats (pectin metilesterases, pectin

acetilesterases, poligalacturonases, pectat lipsgactosidasespxilosidases).
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ABSTRACT

Citrus crop represents the highest fruit productiorthe world. The production in
2008 was more than 100 million tones (www.fao.ofpain is one of the main producer
countries in the world and the principal exportinguntry of citrus fruits for fresh
consumption. Therefore, citrus crop constitutesiraportant source of wealth for the
worldwide and national agricultural sector. Theafiproduction depends on physiological
factors inherent to fruit development and its #pilto resist adverse environmental
conditions and remain attached to the main bodthefplant, overcoming the abscission.
The current knowledge of abscission at the moledalel is limited if it is compared with
the large volume of data related to other physicklgprocesses. In order to extend this
knowledge, this work focuses on the global analgéithe anatomical, transcriptomic and

biochemical changes during citrus fruit abscission.

The first approach carried out was the anatomidracterization of the fruit
abscission zone C (AZ-C) during the activationhaf process. For this purpose, abscission
kinetics was established in two varieties of sweringe Citrus sinensis(L.) Osb. cv.
‘Washington Navel’ and cv. ‘Navel Ricalate’] unden vitro ethylene and 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid treatments.eBlasn abscission kinetics a temporal
sequence of samples was determined to study tlesalom zone anatomy using different
microscopy and histochemical techniques. The anatnstudy of the AZ-C allowed to
define the specific changes that occur during tttevaion of the fruit abscission at the
cellular level and determine exactly the numbecef layers that constitute the AZ-C. This

fact made possible to isolate specific cells frdwa tissue for further work.

The analysis of the transcriptomic changes browdidut during abscission was
achieved using the Spanish Citrus Functional Geo®roject (CFGP) cDNA microarray
(Martinez-Godoy et al, 2008) that contains 21.081 unigenes. The micagamwas
hybridized with samples from the AZ-C and fruitdithat were isolated using laser capture
microdissection. The temporal sequence of sampéessdetermined after the establishment
of the abscission kinetics of ethylene-treatedtsruBy comparing the associated gene
expression for each tissue during the ethylendnre@, genes or groups of genes with a

potential role in the abscission process were deterd.
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The results of the expression analysis suggestqaesgial action of the cellular
machinery during the development of the abscispimtess. The AZ-C induces hormone
and reactive oxygen species (ROS) mediated signg@athways, a fact reflected in the
activation of hormone response transcription factand proteins involved in hormone
synthesis and ROS detoxification. On the other hgedes encoding kinases and receptor-
like proteins are induced in the AZ-C. These preivould be responsible of the
transduction of abscission signals. Moreover, thisra protein turnover (synthesis and
degradation) in response to the new metabolismaatidity of the AZ-C cells. At the same
time, the AZ-C activates transcription regulatiop imducing transcription factors of
different gene families (MADS-box, bHLH or MYB). Cthe other hand, the up-regulation
of genes related to intracellular trafficking ofsides would be associated with the
redistribution of proteins in the AZ-C. Finally,ehAZ-C activates the machinery of cell
wall remodeling, which will enable the effectivepseation of the organ, and defense
pathways against pathogens as prevention. In phriile expression results concerning the
synthesis of lignin and cutin suggest that thedgnpers are synthesized and deposited in
the AZ-C. These data were confirmed also by spestfining of the AZ-C and through the
guantification of intermediates of the biosynthgmthway in the AZ-C cells.

The expression profile analysis in the AZ-C andfthé rind of genes associated with
the traffic of vesicles allowed to determine thmitative function in the abscission process.
This study revealed that AZ-C cells promote maithlg secretory pathway and reduce the
activity of endocytic, vacuolar and recycling pa#tys. This traffic would be related to the
extracellular contribution of cell wall modifyingneymes, that lead to cell separation
during abscission, and lignin and cutin monomeas thcilitate the mechanical breakdown

of the AZ-C and seal the wound produced after alsgmi.

An exhaustive analysis of the gene families relatedell wall modification allowed
to identify, within the large number of proteinsattnormally constitute these families,
those enzymes that could act specifically in thecesion process. For this purpose, a
phylogenetic study was carried out. This analysi$uided the putative cell wall modifying
enzymes identified in the version v0.9 of the adsgnof the Citrus clementinahaploid
genome, ethylene-regulated proteins in AZ-C andt find cells and abscission-related
proteins from other plant species. On the otherdham in silico differential gene
expression analysis of the citrus genes from tliesglies in different AZs as well as a
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promoter sequence analysis of some cell wall-rélgieoteins involved in citrus fruit
abscission was carried out. Moreover, this studg w@applemented with an analysis of
monosaccharide composition of the AZ-C cell wabing gas-liquid chromatography and
with the immunolocalization of pectic polysacchasdof the AZ-C cell walls during the
development of the abscission process. The resfiltbis part of the work showed that
changes in the organization of the cell wall potgderides are sufficient to reduce
adhesion between cells and allow the effective redjoa of the fruit AZ-C. In addition,
immunolocalization data correlated with the expissiata of genes encoding enzymes
that act on the pectic polysaccharides studied tifpeenethylesterases, pectin

acetylesterases, polygalacturonases, pectate Jyagakactosidases arfidxylosidases).
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ABREVIATURAS

1-MCP
4CL
AA-aRNA
ABA
ABI3
ACC
ACO
ACS
ADPG1/2

AGL3/15
AGP
ALC
Amp
AP
AP1/2
Ara

Arf

ARF
Arf-GAP
Arf-GEFs
ASD
AtZFP2
Aux/IAA
bHLH
BLAST
BSA
bzIP

R

c.s.p
CAZy
CBM49

1-metilciclopropeno
4-cumarato-Coenzima A ligasa
aminoalil-RNA amplificado
acido abscisico
ABSCISIC ACID-INSENSITIVE3

acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico
ACC-oxidasa

ACC-sintasa

ARABIDOPSIS DEHISCENCE ZONE
POLYGALACTURONASE1/2
AGAMOUS-LIKE3/15
arabinogalactan-protein
ALCATRAZ

resitencia a ampicilina

proteina adaptadora de clatrina

adaptor primerl/2

arabinosa
ADP-ribosylation factor

auxin response factor

ADP-ribosylation factor GTPase activatingfein
ADP-ribosylation factor GTP-exchange tast
a-L-arabinofuranosidasa

ZINC FINGER PROTEIN2
auxin/indole-3-acetic cid

basic helix-loop-helix

Basic Local Alignment Sequence Tool
seroalbumina bovina

basic leucine zipper

cantidad suficiente para
Carbohydrate-Active Enzymes database

carbohydrate binding module 49
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CCR cinamoil-Coenzima A reductasa

cDNA DNA complementario

CDSs coding sequence

CE carbohidrato esterasa

CEL celulasa

CF corteza del fruto

CFGP Citrus Functional Genomics Project
CitCEL Citrus celulase

CitPG Citrus polygalacturonase

CMNP 5-cloro-3-metil-4-nitro-1H-pirazol
COMT O-metiltransferasas del &cido cafeico
COP coat protein complex

ChV compartimento prevacuolar
cRNA RNA complementario

CsPLDnl/ CsPDlyl fosfolipasa

Cy cianina

d/n durante la noche

dab delayed floral organ abscission
dATP 2'-desoxiadenosina 5'-trifosfato
dCTP 2'-desoxicitosina 5'-trifosfato
DEPC dietil pirocarbonato

dGTP 2’-desoxiguanosina 5'-trifosfato
DNA acido desoxi-ribonucleico

dNTPs desoxinucleotidos trifosfato
DOF DNA binding with one finger
DTT 1,4-ditio-DL-treitol

dTTP 2'-desoxitimina 5'-trifosfato
EDTA etilen-diamino-tetraacetato

EG endoB-(1—4)-glucanasa

ERF ethylene response factor
ESCRT endosomal sorting complexes required foispart
EST expressed sequence tag

ETR1 ethylene triple-response 1
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EVR
EXP

FIL

FR

FUL

Gal
GAL
GalUA
GFP

GH

GLC
Glc
GSP1/2
GTPasa
GUS
HAE
HD-Zip
HGA
HMG-IY
HPLC-MS/MS

HY5
IAA
IAAd »
ICGC
IDA
IND

JA

kof

LB
LIMMA
LRR-RLK

EVERSHED
expansina
FILAMENTOUS FLOWER
fuerza de retencion
FRUITFULL
galactosa
GenePix Array List
acido galacturénico
green fluorescent protein
glicésido hidrolasa
cromatografia gas-liquido
glucosa
gene-specific primerl/2
guanosina trifosfatasa
B-glucuronidasa
HAESA
homeobox leucine zipper
homogalacturonano
high mobility group protein isoform | and Y
High-Pressure Liquid Chromatography emdvass
Spectrometry
LONG HYPOCOTYL 5
acido indol-acético
acido indolacético deuterado
International Citrus Genome Consortium
INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION
INDEHISCENT
acido jasmodnico
kilogramo-fuerza
triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%
Linear Models in Microarrays
proteina quinasa de tipo receptor con riefmates ricas

en leucina
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Ls

mAb
MADS box
MAL
Man
MAP

Mb

MEC
MIPS
MKK

MP
MRNA
NAC
NBS-LRR
NCBI
NEV

NR

ORF
PAE
PAL
PAP
PAS
PBS

PC

PCR

PG
PGAZAT

PGAZBRAN

PL

PME
PR

Lateral supresor

anticuerpo monoclonal

MCM1- AGAMOUS- DEFICIENS-SRF box
microdiseccion asistida por laser

manosa

mitogen-activated protein

Megabase

matriz extracelular

Munich Information Center for Protein Sequences
mitogen-activated protein kinase kinase
membrana plasmatica

RNA mensajero

NAM-ATAF-CUC

nucleotide-binding site leucine-rich reppadtein
National Center for Biotechnology Information
NEVERSHED

Never-ripe

open reading frame

pectin acetilesterasa

fenilalanina amonio-liasa

purple acid phosphatase

acido periédico y reactivo de Schiff

NaPQ, 50 mM, ph 7.0; NaCl 150 mM

pared celular

polymerase chain reaction

poligalacturonasa

POLYGALACTURONASE ABSCISSION ZONE
ARABIDOPSIS THALIANA
POLYGALACTURONASE ABSCISSION ZONE
BRASSICA NAPUS

pectato liasa

pectin metilesterasa

pathogen-related protein
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PSORT

QRT2
Rab

RE

RG

Rha
RNA
ROS
RPL
RT-PCR
SAd,
SCAMP
SDS
SHP
SKS
SMART
SNARE

SPT
SQUA
SSC
TAIR
TAPG1/2/4
TCP
T-DNA
TE
TGN
TIBA
Tris
UBC
VIGS
VP1

Prediction of Protein Sorting Signals andaliaation
Sites in Amino Acid sequences
QUARTET2

Ras-related GTP-binding protein

reticulo endoplasmatico
ramnogalacturonano

ramnosa

acido ribonucleico

especies reactivas del oxigeno
REPLUMLESS

reverse transcription polymerase chain i@act
acido salicilico deuterado

secretory carrier membrane proteins

sodio dodecil sulfato

SHATTERPROOF

multicopper oxidase

Single Modular Architecture Research Tool
soluble N-ethylmaleimide-sensitive factoraating
protein receptor

SPATULA

SQUAMOSA

NaCitrato 0.15 M pH 7, NaCl 1.5 M
The Arabidopsis Information Resource
TOMATO POLYGALACTURONASEL1/2/4
TB1-CYC-PCFs
transfer DNA

10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1 mM EDTA
transGolgi network
acido 2,3,5-triyodobenzoico
2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol
ubiquitin-conjugating protein
silenciamiento génico inducido por virus
VIVIPAROUS1
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XGA
XTH
Xyl
YAB3
ZA
ZAC
ZAL
ZD
ZEP
a-XYL
B-GAL
B-MAN
B-XYL

xilogalacturonano

xiloglucano transglicosilasa/hidrolasa
xilosa

YABBY3

zona de abscision

zona de abscision C (union caliz-fruto)
zona de abscision laminar (unién limbo-peciolo)
zona de dehiscencia

zeaxantina epoxidasa

a-xilosidasa

B-galactosidasa

B-manosidasa

B-xilosidasa
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l. Introduccion general
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1.1. Los citricos

1.1.1. Origen y difusion

Actualmente, el cultivo de los citricos se extiepde la mayor parte de las regiones
tropicales y subtropicales comprendidas entre kslplos 44° N y 41° S. Su origen se
localiza hace unos 20 millones de afios en Asiai@alieen una zona que abarca desde la
vertiente meridional del Himalaya hasta China menidl, Indochina, Tailandia, Malasia e
Indonesia (Agusti, 2003). La dispersion de losiatif se debid, fundamentalmente, a
grandes movimientos migratorios y acontecimients$dhicos, como las conquistas de
Alejandro Magno, la expansion del Islam, las crazag el descubrimiento de América,
gue contribuyeron a su expansion por las regioneslas que las condiciones

medioambientales eran propicias para su desafdiagoza, 1993).

1.1.2. Caracterizacién botanica y agronomica

1.1.2.1. Taxonomia

Las especies de citricos con interés comerciatpecen a la familia de |&utaceas
subfamilia Aurantioideas Esta familia se encuentra dentro de la divisEmbryophita
Siphonogama subdivision Angiospermage clase Dicotyledonae subclase Rosidag
superordenRutanae orden Rutales Dentro de este orden se incluyen, segin Swingle
(1967), las tribuClauseneagy Citreae La tribu Citreag a su vez, se subdivide en tres
subtribus, una de las cualesCarinae, contiene todos los géneros a los que pertenesen |
citricos cultivadosfortunella, Poncirusy Citrus. Las especies del géne@itrus son las

mas importantes desde el punto de vista agronémico.

1.1.2.2. Caracteristicas agronémicas

La caracteristica mas notable que presentan lasciespdel géner€itrus es su
peculiar fruto en forma de baya, que recibe el mendle hesperidio (Amorés, 2003). Desde
el punto de vista comercial, los dos grupos masrtaptes de citricos son los mandarinos
y los naranjos.
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El grupo agronémico de los mandarinos es uno demias complejos del género
Citrus, e incluye un gran nimero de especies que se pwdasficar en: grupo Satsumas
(C. unshiy, grupo ClementinasC{ clementinay otros mandarinos (Amorés, 2003). En
Espafia, dentro del grupo Clementinas, destacariedea ‘Clemenules’ por la calidad de
su fruta y por la gran extension dedicada a suvoulEsta variedad se origind a partir de

una mutaciéon espontanea de la Clementina ‘Fina\was (Castellon), en 1953.

Por otra parte, las principales variedades de jmrdnlce [Citrus sinensis(L.)
Osbeck] cultivadas en Espafia se encuentran destrtred grupos: Navel, Blancas y
Sanguinas. El grupo de variedades que se cultiyernit@riamente en Espafia es el grupo
Navel y se distingue por la presencia de un seguadilo carpelar que, al desarrollarse,
da lugar a un segundo fruto que queda incluidoléru principal por su zona estilar
(Agusti, 2003). Una de las variedades mas impasade este grupo es la ‘Washington
Navel’. Aunque su origen es incierto, parece quéripohaberse introducido en Portugal
desde China en el siglo XVIII y desde alli en Br&8in embargo, su expansion se produjo
desde E.E.U.U. afinales del siglo XIX. El arboldesbuen tamafio y vigor, con tendencia a
florecer abundantemente. Presenta un fruto de @mmmaédio a grande cuya corteza,
ligeramente rugosa, es facil de pelar y de colaamja intenso en las condiciones
climaticas mediterraneas. Produce una alta cantigadumo, con excelentes cualidades
organolépticas. Es una variedad de recolecciénr@mpa media, aunque en la actualidad
ha sido desplazada hasta media campafia por lareiside otras variedades mas precoces
y por su adecuada respuesta a los tratamientosifespe para su conservacion en el arbol
(Agusti, 2003).

En Espafia, se cultivan otras variedades de nadahjgrupo Navel, muchas de las
cuales se han originado por mutaciones de ‘Waghingavel’. Entre ellas se encuentran la

variedad ‘Navelate’, ‘Newhall’, ‘Thompson Navell,ane Late’ o ‘Navel Ricalate’.
1.1.3. Importancia econémica

Los citricos suponen una importante fuente de mgymara el sector agroalimentario

mundial y nacional. En Espafia, la citricultura acum importante papel en la economia,
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ya que proporciona un elevado nimero de divis&presenta una de las primeras partidas
de ingresos en el capitulo general de las exportasinacionales (Zaragoza, 1993). Asi, en
el aflo 2008 se llegaron a generar mas de 1.200n@dlde dolares (www.fao.org), de los
cuales 591 millones procedian de las exportacideemandarinas y 501 millones de la
venta de naranjas.

1.1.3.1. Produccién de citricos

Actualmente, el cultivo de los citricos represdatanayor produccién de frutos del
mundo, superando los 100 millones de toneladasl eafi@ 2008 (www.fao.org). Los
mayores productores a nivel mundial son China @&2480 t), Brasil (20.583.114 t) y
E.E.U.U. (11.106.660 t), seguidos de otros paises producciones similares, entre los
cuales destaca Espafia con 6.309.720 tonel&apgd 1). Esta produccion se distribuia en
3.367.000 t de naranjas, 2.212.700 t de mandar6&&900 t de limones y 41.120 t de

pomelos (www.fao.org).
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Figura 1. Principales paises productores de frutos citeco2008 (FAO).

Espafia es el mayor exportador de citricos paraucom®n fresco a nivel mundial,
siendo sus principales importadores: Alemania, ¢teanPaises Bajos, Reino Unido,
Bélgica y Polonia (www.fao.org). Espafia destina eaBS5% de su produccion de citricos a
este concepto, alcanzando el 60% en el caso densamlarinas, especialmente, las
Clementinas, de las que exporta mas del 70% decslugrion. El resto de la produccion
de citricos se reparte con un 25% para el consumfoesco del pais, y el 20% restante se
destina a la industria (Agusti, 2003; FAO, 2006).domunidad autbnoma que mas citricos

produce es la Comunidad Valenciana, cifrandoseddyzcion de la campafia 2008/2009
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en 3.249.558 t (www.gva.es). Estas cifras englob&b@roduccion de naranjas (1.478.642
t), mandarinas (1.611.984 t) y limones (158.932 t).

1.1.3.2. Superficie destinada al cultivo

La superficie citricola en Espafia asciende a, apedamente, 300.000 ha
(www.gva.es). En la Comunidad Valenciana, losagiocupan 178.203 ha de las tierras
de cultivo. Esta superficie se distribuye de lausigte forma: 50.9% de la superficie
destinada a mandarinas, 43.2% destinada a naralg@a ¥ 5.9% a limén. La distribucion
de la superficie dedicada al cultivo de los cisiearia en funcién de cada provincia. Asi,
en Alicante es mayor la superficie de cultivo desda al limén, en Castellon predomina la
superficie destinada a mandarinas y en Valendas$éinada a naranja duldédura 2).

Alicante Castellon Valencia

0.10% 0.04%

14.30%

47.41% 52.54%

W Naranja dulce

19.42% E560%6 wMandarina

mLimén

Figura 2. Distribucién de la superficie citricola en la Contad Valenciana (GVA, 2009).

1.2. La abscision es un proceso de separacion catul

1.2.1. La separacion celular

Las células de las plantas se mantienen unidasantediuna matriz adhesiva
denominada lamina media que estd compuesta, painudnte, de pectina (Robesdsal,
2002). La adhesion entre las células vegetales nas caracteristica fundamental del
crecimiento y el desarrollo de las plantas, y umdepesencial de la estrategia a través de la
cual consiguen rigidez y fuerza mecéanica (Jagtial, 2003). En la mayoria de los casos,
las estructuras formadas mediante la unién entuasése mantienen durante todo el ciclo
vital, sin embargo, en algunos momentos del ddéares crucial que se produzca una

separacion efectiva entre células contiguas (Rebedl, 2000).
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Por separacion celular se entiende el proceso mted& cual se disuelve la lamina
media que mantiene unidas las células y/o se degagared celular (Lewet al, 2006).
Es un proceso asociado a gran variedad de fenénfisidégicos, como la emergencia de
raices primarias y secundarias y su penetraciéel soelo, la expansion de cotiledones y
hojas, la formacién de estomas y de espacios dard@rcelulares, la dispersién del polen
desde las anteras, el ablandamiento del fruto tidanmaduracion, la dehiscencia de la
vaina del fruto y la abscision de érganos (Robetrsl, 2002). Aunque la naturaleza de la
degradacion de la pared celular sea comparabléatigamente igual en muchos casos, es
probable que las sefiales que inducen estos casdaosdiferentes (Robers al, 2002),
por lo que los primeros eventos a nivel de transdacde sefiales y activacion de la
maquinaria molecular que culmina con la separacédectiva deben ser también
particulares para cada caso. Las diferencias entcwalas sefiales inductoras serian las
responsables de que los diferentes procesos deas&pacelular s6lo se produzcan en
determinados contextos espacio-temporales, aunlgumcos autores han propuesto que

estas podrian ser similares (Ferrandiz, 2002; deekial, 1999; Sandegt al, 2001).

1.2.2. La abscision

La abscisidn es un proceso de separacion celtamahte coordinado que implica el
desprendimiento de los 6rganos de la planta. Esageso universal ya que ocurre en todas
las plantas superiores y, gracias a su activacgpueden desprenderse de diversas
estructuras aéreas como polen, semillas y fruarsngizando asi una propagacion eficiente
de laespecie. Ademas, permite la supresion de érgam@Escentes o no funcionales asi
como de 6rganos dafiados o infectados (BleeckettgrBan, 1997; Patterson, 2001). Sin
embargo, desde un punto de vista agronémico, leisafds puede suponer una desventaja

ya que repercute directamente sobre la produccion.

1.2.2.1. Etapas de la abscision

El modelo aceptado actualmente que explica el dekadel proceso de abscision es
el propuesto por Patterson (2001) y comprende @wdéapas diferenciadaBigura 3). La
primera etapa implica la ontogenia de la zona deisidn a partir de tejido indiferenciado.

Los organos susceptibles de desprendimiento gerdueamte su desarrollo un tejido
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especializado que recibe el nombre de zona desafisdiZA) y se localiza en regiones
concretas y predeterminadas de su anatomia. Ancaaion, la zona de abscisién ya
diferenciada debe adquirir la competencia para paponder a las sefiales inductoras de
la abscision, que pueden ser de tipo hormdisablégico o ambiental. Cuando la zona de
abscisién recibe las sefiales adecuadas activadaimasia necesaria para desencadenar el
proceso, que culmina con la separacion celulatieéeg con la consecuente abscision del
organo. En algunas especies, esta et@pan(laFigura 3) finaliza con la elongacion o
expansion de las células de la superficie de la Bfectiva de separacion. La Ultima etapa
consiste en la diferenciacién de una capa protaoe sella la herida que queda en la
planta y que actuara como barrera ante posiblgsieggpatogénicos (Bleecker y Patterson,
1997; Patterson, 2001).

DIFERENCIACION COMPETENCIAPARA ACTIVACION TRANSDIFERENCIACION
DELA RESPONDERALAS DELA POSTABSCISION
ZONADE ABSCISION SENALES DE LA ABSCISION

ABSCISION

ORGANO A ORGANO A
ABSCINDIR ABSCINDIR

TEJIDO CUERPO CUERPO \ @ CUERPO

INDIFERENCIADO DELA DELA DE LA
PLANTA PLANTA PLANTA

Figura 3. Etapas de la abscision. Modelo adaptado de Raité2601).

1.2.2.2. Diferenciacion de la zona de abscision

El concepto de zona de abscision implica la difgiemion de tipos celulares en
posiciones concretas de la planta y con una edgeci@n funcional determinada.
Normalmente, la diferenciacion de la ZA se proddweante el desarrollo del 6rgano al que
esta asociada (Addicott, 1982; Osborne, 1989) angu ocasiones, puede ocurrir como
respuesta ante determinados estimulos en érgangdetamente desarrollados, como es el

caso de las zonas de abscisién secundarias (Rebafts2002).
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El conocimiento actual acerca de la diferenciacdm la ZA proviene de la
caracterizacion de mutantes en los que el procesdscision esta bloqueado o seriamente
restringido. ElI mutantpintlessde tomate $olanum lycopersicdnen el que no se produce
diferenciacion de la ZA del peddnculo de la flatel fruto, presenta un patrén de abscision
aberrante (Maet al, 2000). El ge@dOINTLES S odifica un factor de transcripcién de tipo
MADS-box que contribuye al establecimiento de sitiespecificos de diferenciacion
celular. EI mutante de tomatateral supressor(ls) también presenta problemas en el
desarrollo de la ZA del pedinculo. Aunque la fungiecisa dés es desconocida, se sabe
gue codifica una proteina VHID (Schumackeal, 1999) y que posee una alta homologia
con algunas proteinas transductoras de la sefias$ dgberelinas, como GAl, RGA, Rht-1 o
d8, por lo que se ha sugerido que podria estactdirente relacionada con la modulacion

de la respuesta localizada a estas hormonas @Rahg1999).

El gen KNAT1 de Arabidopsis thalianacodifica un factor de transcripcion de la
familia homeobox y su mutante también presenta afiamen el desarrollo de las distintas
zonas de abscision (Wameg al, 2006). Se ha aislado, también, un reguladoredpuesta
de tipo A que se expresa en la ZA localizada amléan entre la semilla en desarrollo y el
funiculo deArabidopsis thaliana(Gattolin et al, 2002), por lo que se ha planteado la
posibilidad de que este tipo de reguladores puedtar implicados en la formacién de la
ZA.

Recientemente, el trabajo de McKéehal (2008) ha permitido identificar dos factores
de transcripcién redundantes, BLADE-ON-PETIOLEBDP1) y BOP2, que controlan el
desarrollo morfoldgico de la hoja y de los drgaflomles deArabidopsis thalianay la

subsiguiente diferenciacion de las zonas de abiscisi

Diversos estudios sobre el proceso de domesticaqienllevé a la pérdida de la
capacidad de dispersién de las semillas en laciespeultivadas de arroz han permitido
identificar algunos genes clave en el desarrolldadeona de abscision de las semillas
(Konishi et al, 2006; Lietal., 2006; Onishet al, 2007). Los genegSH1, qSH3y qSH4
son los principales responsables de la reduccida dispersion de las semillas y cada uno
de ellos tiene un efecto distinto sobre el procéss. resultados obtenidos sugieren que

gSH1lactda en la formacién de la zona de abscisiénugsgrriba dgSH4 mientras que
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gSH4actua durante la activaciéon del proceso una vémsermado la zona de abscision.
Por otra parte, se ha visto qg&€H3tiene un efecto menor quEsH1y qSH4 sobre el
proceso y que, a diferencia g8H1y qSH4 una mutacién en este gen no es suficiente para

bloguear la abscision de las semillas.

Otro trabajo llevado a cabo en arrozdtlal, 2010) ha permitido aislar una fosfatasa
nuclear (OsCPL1) implicada en la diferenciacioriadeona de abscision de las semillas. En
este trabajo los autores demuestran que dos ldeassercion de T-DNA, una linea con
una mutacién puntual del gen y diversas lineassgiamcas de RNA de interferencia

presentaban mayor incidencia del proceso de absds la semilla.

Otros procesos de separacién celular, especialifedihiscencia de las anteras y de
la vaina del fruto, podrian presentar elementosuc@® en su regulacion con el proceso de
abscision (Ferrandiz, 2002). Por tanto, los trabegalizados eArabidopsis thalianaobre
el desarrollo de los distintos tipos celulares cuuestituyen la zona de dehiscencia (ZD) de
la vaina del fruto podriaresultar de gran ayuda para el estudio del pateddedarrollo de
la zona de abscision. Los factores de transcripcifin la familia MADS-box
SHATTERPROOF1 (SHP1) y SHATTERPROOF2 (SHP2), cuyzibn es redundante,
son necesarios para la correcta especificaciongddiferentes tipos celulares que coexisten
en el margen de la valva y en la ZD (Ferrandiz,22Q@jegrenet al, 2000). FRUITFULL
(FUL), otro factor MADS-box, participa en la difei@acion de las células de la valva
durante el desarrollo del carpelo (éuwal, 1998) Es un regulador negativo de la expresion
de SHP1y SHP2(Ferrandizet al, 2000). La expresion constitutiva BEIL y la pérdida de
funcion del doble mutanteshpl shp2da lugar a plantas con frutos indehiscentes.
REPLUMLESSRPL) codifica una homeoproteina que controla el delardel replum en
la valva (Roedeet al, 2003). En las plantas que carecen de actividdld Rs células del
margen de la valva pasan a ocupar el dominio nonawate ocupado por las células del
replum. Los resultados de este trabajo sugiererRiRledebe reprimir la expresion de los
genesSHP1/2 Por tanto, FUL y RPL funcionan ambos como repgesspero con dominios
de actuacién distintos. FUL actda en la valva ma&ntjue RPL lo hace en el replum, de
modo que la expresion de los geSétP1/2queda confinada a una estrecha linea de células
situada en la unién entre la valva y el replum,d#ose diferencia, finalmente, la zona de

dehiscencia (van Nocker, 2009).
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Algunos factores de transcripcion de la famila bH(bdsic helix-loop-helix) también
participan en la dehiscencia del fruto. El g&tCATRAZALC) se expresa en los margenes
de las valvas de la vaina éeabidopsis thalianay es necesario para la formacion de una
capa de células con paredes no lignificadas quecsaéiza en la ZD y que hace posible la
apertura mecanica de las valvas (Rajani y Sundar@f®l). Otro factor de transcripcion
bHLH, SPATULA(SPT), se expresa, ademas de en el estomium de laaner la ZA del
funiculo del évulo, en la ZD del fruto (Heisleral, 2001). Su patron de expresion espacio-
temporal en los méargenes de las valvas de la sindéntico al descrito para los factores
MADS-box SHP1y SHP2 Sin embargo, en los mutantspatulano esta afectado el
proceso de dehiscencia, por tanto, el §&T podria tener una funcion redundante a la de
los genesSHPs El tercer miembro de la familia bHLH implicado eilndesarrollo de la ZD
esINDEHISCENT(IND), que dirige la diferenciacion de la capa de sepén y la capa

adyacente de células lignificadas de la valvadbilgnet al., 2004).

Ademas, se han identificado tres reguladores dalevéa expresion d8HPy FUL:
FILAMENTOUS FLOWER (FIL; Kanayaet al, 2001), YABBY3 (YAB3; Siegfrieckt al,
1999) y JAGGED (JAG; Ohnet al, 2004). En los mutantefd yab3, cuyo fruto es
indehiscente, no se detecta expresion delFjgh en las valvas y la expresion &P
disminuye considerablemente en los margenes dealaas de la mitad apical del fruto en
comparacion con el genotipo silvestre. La supred#ia actividad JAG, en frutds yab3
jag provoca una disminucion importante de la expresiéi$HP en los margenes de las
valvas. Estos resultados indican dilke, YAB3y JAG contribuyen de forma redundante en
el desarrollo del margen de la valva promoviendexaresion dé-UL y SHP (Dinnenyet
al., 2005).

Asi, las evidencias actuales sugieren que la radstripcional que controla la

diferenciacion de los distintos tipos celulareda@D estd compuesta al menos pdlr,
YAB3 JAG IND, ALC, SPTFUL, RPLY los factores MADS-box redundantesiP1/2
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1.2.2.3. Factores desencadenantes de la abscision

La zona de abscisién se diferencia en una etappraea del desarrollo del 6rgano
asociado y permanece inactiva hasta que recibstiehdo apropiado que desencadena la
abscisién (Taylor y Whitelaw, 2001). El tiempo dtenscurre desde la formacion hasta la
activacion de la ZA varia entre 6rganos, asi, mesnen las flores los dos procesos pueden
estar relativamente proximos, en las hojas puestm separados varios meses (Robefrts
al., 2002). Aunque, actualmente, se desconoce sieldales que inducen la abscisién son
comunes para los distintos 6rganos vegetaleshastiéestablecido que los factores de tipo
fisiolégico (asociados a senescencia), ambientsdc{fados a estreses) y hormonal son

cruciales.

1.2.2.3.1. Factores fisiolégicos

La abscision se relaciona frecuentemente con lassencia ya que ambos procesos
son desencadenados, en muchos casos, por los mifsoimses. Sin embargo, la
senescencia conlleva el envejecimiento o la mueeteun 6rgano o parte del mismo,
mientras que la abscision ocurre como consecueliasta degradaciéon y con el fin de
eliminar dicho 6rgano (Taylor y Whitelaw, 2001). 8ata de dos procesos fisiolégicos
independientes que pueden o no estar acopladagieyan determinadas circunstancias la
abscision puede ocurrir sin que se produzca semescg viceversa. Un ejemplo claro de
abscision activada como consecuencia de la ser@acd® un 6rgano es el de la caida
otofial de las hojas. Una vez la tasa fotosinté&sciende por debajo de un determinado
nivel, la senescencia y la abscision de la hojsumeden ordenadamente con el fin de
prevenir una situacion en la que el consumo de ggudrientes supere la contribucion de
carbono fijado (Batt y Woolhouse, 1975; Heredehl, 1993).

1.2.2.3.2. Factores ambientales

a) Fotoperiodo y temperatura

Algunos trabajos sugieren que la reduccion delpetodo puede actuar como sefial

activadora de un interruptor entre la expresiémelees que codifican enzimas necesarias
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para la fotosintesis y la expresion de genes quifican enzimas relacionadas con la
senescencia y la abscisién (Taylor y Whitelaw, 200a&s estudios fisiolégicos llevados a
cabo enColeus blumei(Mao et al, 1989),Capsicum annun{Wien y Turner, 1989) y
Lilium (Van Meeteren y De Proft., 1982) confirman queciasdiciones de oscuridad y baja
luminosidad promueven la abscisién de flores, yeffoaales, hojas y frutos. Por otra parte,
en un estudio llevado a cabo en sofy€ine maximacv. Young), observan que el
sombreado de las plantas provoca la reduccion ths#afotosintética y la activacion de la
senescencia y la abscision de las hojas (Burkey gfisw1991). Zhouet al (2008)
demuestran, también, que el sombreado induce tEsals de frutos de manzanblglus
domesticacv. Empire) y promueve la expresion diferencial @ serie de genes tras

distintos tiempos de sombreado.

Las temperaturas extremas también pueden activaysleision de diferentes érganos
en la planta. Asi, por ejemplo, se ha observadoequpimiento Capsicum annuiny en
guisante Pisum sativunlas altas temperaturas causan la abscision desfi@Gonzalez-
Dugo et al, 2007; Guilioni et al, 1997). Mientras que, en la planta ornamental
‘madreselva’ [Lonicera maacRki las bajas temperaturas promueven la caida desfru
(Bartuszevigeet al, 2006).

b) Estrés hidrico

Las condiciones de sequia y otros estreses quearcadeficit hidrico, como la
salinidad y las temperaturas extremas, promuevebsaision en un elevado nimero de
especies (Tadeg Gémez-Cadenas, 2008). La abscisién debida aésesiidrico es un
suceso comun en especies de hoja caduca que @eadimas tropicales y subtropicales
(e.g. especies del génerSpondiay y es necesaria para reducir la velocidad de
transpiracién y la competencia por la l¢addicott, 1982; Janzen, 1970; Taylor y
Whitelaw, 2001). Este fenédmeno se conoce como fsidschigrofébica’ y se manifiesta
también en especies que presentan caida de hogysoeas himedas tras un periodo de
sequia, como ocurre en el Mediterraneo. Los céritambién presentan abscision de
organos durante la rehidratacion después de undeede estrés (Tudela y Primo-Millo,
1992).

33



En un trabajo reciente realizado émphanus raphanistrun{rabano silvestre)
observan cambios en la anatomia de la ZA del ftotno respuesta al déficit hidrico. El
estrés hidrico provoca un aumento del tamafio deélatas de la zona de separacion asi
como un incremento del diametro de la cicatriz gaaee tras la abscisién (Taghizadeth
al., 2009).

c) Heridas y patogénesis

Las heridas y el ataque de patégenos pueden camsideonjuntamente por producir
el mismo tipo de estimulo en la planta. Los dafiesdmicos constituyen posibles puntos de
entrada para patdgenos, por lo que la planta indnaerespuesta de defensa que conlleva
una importante alteracion de la expresién génieaptincipal finalidad de la respuesta
defensiva es cicatrizar la herida y prevenir laasion patogénica. Esto se consigue
mediante el refuerzo de la pared celular por defpside calosa, lignina y glicoproteinas
ricas en hidroxiprolina, y mediante la sintesiscdenpuestos antimicrobianos como las
fitoalexinas, los inhibidores de proteinasa y lestqinas de respuesta a patdégenos. Si no se
activa este tipo de respuesta defensiva, se produge/asién patogénica y las plantas
responden entonces de forma distinta, se despreseledrgano infectado con el fin de

evitar la propagacion de la infeccion (Taylor y Wkaw, 2001).

1.2.2.3.3. Factores hormonales

Como se ha comentado en apartados anteriores,nkscancia y determinadas
situaciones de estrés estan relacionadas con t@Esiins En general, tanto en tejidos
senescentes como estresados, se observa un intveemefa sintesis de etileno, lo que
sugiere que esta hormona es un regulador positiva dbscisién (Brown, 1997; Jackson y
Osborne, 1970). El etileno induce la sintesis yes#@n de enzimas hidroliticas de la pared
celular asi como la expresién de los genes qudicanliestas enzimas (Brummei al.,
1999; del Campillo y Bennett, 1996). Ademas, siucapion exdgena acelera la abscision
de hojas, flores y frutos (Addicott, 1982), y @temiento con inhibidores de la sintesis o
accion del etileno provoca retraso en la absciagincomo menor incidencia del proceso
(Brown, 1997; Sexton y Roberts, 1982).
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La caracterizacion de plantas Aeabidopsis thalianatanto de plantas transgénicas
gue expresan algunos de los genes biosinteticantesentido (Ecker y Theologis, 1994)
como de mutantes insensibles al etileno (Bleeckeatyerson, 1997; Chaa al, 1997), ha
permitido implicar inequivocamente a esta hormonaet proceso de abscision. Sin
embargo, la identificacién de los mutaniab (delayed floral organ abscission), que
muestran un retraso en la abscision pero no pesealteraciones en la percepcion o
sensibilidad al etileno, ha mostrado que la acd®ta hormona no es imprescindible en la
induccion del proceso de abscision (Patterson wdiier, 1997; 2004) y que, por tanto,

deben existir otras rutas independientes del etibemtrolando la activacion del proceso.

Actualmente, se cree que el balance hormonal eiiieno y auxinas controla la
cinética de desarrollo del proceso, en la queilenet actuaria como un acelerador y las
auxinas como retardadoras (Taylor y Whitelaw, 20&Ete modelo de regulacion podria
constituir un mecanismo de control para prevenalscision en momentos en los que esta
seria inoportuna como, por ejemplo, durante la mzmidn de los frutos climatéricos
(Robertset al, 2002). Los trabajos llevados a cabo por ¢fral (2008 y 2009) muestran
gue dos genes ortdlogos que codifican una protedmamotivos TPR (tetratricopeptide
repeat) en tomate yArabidopsis thaliana (SITRP1 y AtTRP1 respectivamente)
interaccionan con los receptores de etileno NR éNepe) y ETR1 (Ethylene Triple-
response 1). La sobreexpresién de ambos genescar@lteraciones en el proceso de
abscision y en la respuesta a etileno y auxinagoaso en la expresion de genes inducibles

por estas hormonas.

Algunos trabajos han demostrado que los tratanseotm auxinas son capaces de
suprimir parcialmente la expresion de genes quéicad enzimas hidroliticas de la pared
celular (Kalaitziset al, 1995; Koehleet al, 1996). Ademas, los tratamientos con auxinas
de sintesis se han utilizado de forma efectiva plrguear o retrasar la abscision de frutos

en algunas especies frutales, como los citricosighg2003).

Diferentes trabajos incluyen a otras hormonas deaér la compleja red de factores
que puede estar controlando el proceso de absdBiader y Patterson, 2009; Taylor y
Whitelaw, 2001). El &cido abscisico (ABA), asociad@ialmente a la abscisién, parece

desempenfar un papel secundario en algunas es|jRoiesrtset al, 2002) e indirecto en
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otras (Gémez-Cadenast al, 1996). El acido jasmdnico (JA) es un compuesto d
naturaleza hormonal relacionado principalmente lasrrespuestas de las plantas al estrés
por heridas y por ataque de patégenos, aunque sapfiaado también en el proceso de
abscisién (Beno-Moualewt al, 2004; Hartmonet al, 2000; Miyamotcet al, 1997; Ueda

et al, 1996). Un estudio reciente (Ogaetaal, 2009) sugiere que el ABA y el JA podrian
regular junto con el etileno la abscision de orgafiorales deArabidopsis thaliana
promoviendo la expresion del gUARTET2(QRT2, que codifica una poligalacturonasa

implicada en el proceso.

1.2.2.4. Cambios anatémicos asociados a la absaisio

Las células de la ZA, a diferencia de las de lagores adyacentes, detienen su
desarrollo y mantienen una apariencia meristemafca células isodiamétricas y mas
pequefias que las que se localizan en los tejidgscadtes, con numerosas conexiones
plasmodésmicas, un citoplasma mas denso y paretfiglsres menos engrosadas. Esta
propiedad, especialmente en especies lefiosashseadgpie las células de la ZA no suelen
presentar crecimiento secundario (Addicott, 198@bdRtset al, 2000). Estas células se
organizan en dos 0 mas capas celulares comprimiglas forman un tejido
morfolégicamente distinguible (Addicott, 1982). Aedida que avanza la separacion, se
observa un aumento de reticulo endoplasmatico oyglesvesiculas y de areas de Golgi en
las proximidades de la pared celular, lo que sagige se activa el tréfico intracelular de
vesiculas (Addicott, 1982). Antes de la separacilnlar, la ldmina media de la pared se
vuelve muy electrodensa y la pared primaria adquigia apariencia menos fibrosa debido
a la degradacion de los componentes de la lamindiame a la disociacion de las
microfibrillas de celulosa (Rober&t al, 2002). A continuacién, las células de la zona de
separacién aumentan su volumen y adquieren unaafeedondeada (Sexton y Redshaw,
1981). Los analisis mediante microscopia electednie barrido muestran frecuentemente
signos de expansion celular en la superficie deouambas zonas de separacién (Addicott,
1982). Los cambios ultraestructurales que se ohsetdurante el proceso de separacion
son, a grandes rasgos, comunes a todas las zosapatacion y son los responsables de la
reduccion de la fuerza de adherencia del 6rganaeabo principal de la planta que facilita
su desprendimiento (Addicott, 1982).
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1.2.2.5. Cambios bioquimicos y moleculares asociada la abscision

La abscision va acompafiada de una serie de camibitzs expresion génica y en la
actividad enzimatica de las células de la ZA, dgvah, en Ultima instancia, a la separacién

efectiva del 6rgano.

Las estrategias utilizadas hasta el momento pader parte de la complejidad de
los procesos biologicos que se modifican en la AA bonsistido en el estudio de genes
potencialmente implicados en el proceso de absgis@mo las hidrolasas de pared celular,

y en la caracterizacién de mutantes que retrasdoguean el proceso.

1.2.2.5.1. Enzimas hidroliticas

A nivel celular, la abscisidn consiste en la hidiélde la ldmina media y las paredes
de las células que constituyen la ZA, por ello,eegroceso se ha relacionado,
tradicionalmente, con el incremento en la actividde enzimas que hidrolizan los
polisacaridos estructurales. Una de las primerasnas estudiada fue ufial,4-glucanasa
o celulasa (Horton y Osborne, 1967). En este toalli@vado a cabo en explantes de judia
tratados con etilenm vitro, observaron una correlacion entre el aumento dectigidad
celulasa y el progreso de la abscisién. Posteriotend uckeret al (1988) clonaron el gen
responsable de la acumulacion de celulasa en ldeZjudia y demostraron que el etileno
inducia significativamente su expresion en la ZAentras que el acido indol-acético (I1AA)
la reprimia. A raiz de estos primeros trabajoscamacteriz6 la expresion diferencial de
genes de esta familia en la ZA de otras especies Sambucus nigréTayloret al, 1994),
tomate (Lashbroolet al, 1994, del Campillo y Bennet, 1996; Brummetl al, 1999),
pimiento (Ferrareset al, 1995), aguacate (Tonutt al, 1995) o citricos (Burnst al,
1998).

Algunos trabajos més recientes realizados en efyjpacies de interés agronémico han
implicado también a genes de la familia de laslashs en el proceso de abscision. En la
ZA de frutos de manzano tratados con inhibidorefadgntesis o de la accién del etileno
(aminoetoxivinilglicina y  1-metilciclopropeno, resgtivamente) y con &cido
naftalenacético, la expresién de la celuld4@EG1 disminuia considerablemente (Li y

Yuan, 2008). En el trabajo de Misheaal (2008) detectaban mayor actividad enzimatica
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asi como mayor acumulacion de transcrito de undasel GhCel]) en la ZA de explantes
de hoja de algodon tratados con etileno. Sin enahaigando los explantes se trataban con
1-metilciclopropeno (1-MCP), previamente al trai@mo con etileno, tanto la expresion
como la actividad enzimatica se inhibian. Por pagde, el tratamiento con etileno de hojas
y frutos de melocotdn inducia la expresion de walalasa PpEG4 exclusivamente en las
ZAs (Trainottiet al, 2006).

Otra familia de enzimas importantes en la abscis®nia de las poligalacturonasas
(PGs). La correlacion entre el incremento de lavigetd enzimatica y la separacién celular
se detecto6 por primera vez durante la maduraciéfride (Huber, 1983). Actualmente, se
han aislado y caracterizado diferentes genes quiificam poligalacturonasas que
participan en el proceso de abscision. En tomateaseaislado tres PGs implicadas en la
abscision (TAPG1, TAPG2 y TAPGA4). Estos tres ggmmesentan una homologia entre si a
nivel de nucleétidos cercana al 90%. Sin embamdiomologia con la PG caracterizada
durante el ablandamiento del fruto es inferior@¥5y los transcritos que codifican son de
menor tamafio (Kalaitziet al, 1997). Posteriormente, Jiarg al (2008) confirmaron el
papel de TAPG1 en la abscisidon bloqueando su dgpresediante silenciamiento génico
inducido por virus (VIGS). Los resultados mostrahan retraso en la abscisién y un

aumento en la fuerza de retencién de la ZA de atggade hoja tratados con etileno.

Recientemente, se ha relacionado la expresién @®@(PGAZAT) con la abscision
de organos florales dArabidopsis thaliana(Gonzalez-Carranzat al, 2007). En este
trabajo utilizan la estrategia de silenciamientamiggé por insercion de T-DNA para
bloquear la expresion deGAZATYy obtienen lineas con un retraso considerableaen |
abscisién. Previamente a este trabajo, se hab&iZado su expresion en la ZA de los
organos florales dérabidopsismediante la fusion de su promotor a los genesatekn
GUS(B-glucuronidasa) 5FP (green fluorescent protein) (Gonzalez-Carragtzal., 2002).

Los andlisis de funcion génica asi como los expamios de complementacion de
mutaciones llevados a cabo por Ogastaal (2009) muestran la participacion de tres
poligalacturonasas, ARABIDOPSIS DEHISCENCE ZONE RGIALACTURONASE 1
(ADPG1), ADPG2 Y QUARTETZ2 (QRT2), en los procesiesabscisién y dehiscencia de

Arabidopsis thalianalLos analisis genéticos demuestran 4DPG2y QRT2participan en
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la abscisién de los 6rganos floralé®)PG1ly ADPG2son esenciales para la dehiscencia de

la vaina del fruto, y los tres genes contribuyefaetiehiscencia de las anteras.

Las expansinas representan otra clase de enziregsagticipan en la modificacion de
la pared celular durante los procesos de elongastrar (McQueen-Mason y Cosgrove,
1995) y maduracion del fruto (Rosst al, 1997). Belfieldet al (2005) clonaron y
caracterizaron dos genes que codifican expansimasSanbucus nigra(SniExp2 y
SniExp4, y demostraron una correlacion entre la expregiéhincremento en la actividad

expansina durante la abscisién inducida por etilanta ZA de foliolos.

En un trabajo realizado en rosRoSa bourbonianaobservan un aumento de la
expresion de una expansirRbEXPAJ) durante el transcurso de la abscisién naturébsle
pétalos y tras la induccion del proceso con etilé®aneet al, 2007). Ademas, cuando
tratan con 1-MCP detectan tanto retraso de la sidsccomo reduccion de la expresion de
RbEXPA1L Por otra parte, no observan expresion de est@neia durante el desarrollo de
la flor, sugiriendo que no debe tratarse de unrgkionado con la expansion celular sino

con la modificacién de la pared que lleva, finalteea la abscision de los pétalos.

Se ha sugerido la posibilidad de que otras famika$én colaborando en la
degradacion de la lamina media y la pared celulaarte el proceso, como las xiloglucano
endotransglicosilasas, las pectin metilesteradas pectato liasas (Cai y Lashbrook, 2008;
Fry et al, 1992; Lasbrook y Cai, 2008; Sun y van Nockef,(0

El papel de las enzimas hidroliticas en el proasabscision se trata con mayor

profundidad en el Capituhd.

1.2.2.5.2. Enzimas relacionadas con la defensa ftera patdgenos

Los tejidos contiguos a los érganos que se desprerdk la planta quedan
desprotegidos tras la abscision, proporcionandcespacio propicio y accesible a los
ataques patogénicos (Robeetsal, 2002). Esta es la razon por la que a medidasgue
desarrolla el proceso de abscision, la planta activa serie de medidas preventivas

destinadas a protegerse ante estos ataques ptaenBiaversos trabajos han documentado
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la induccidn de la sintesis de proteinas de defems® las quitinasas, I#s1,3-glucanasas
(del Campillo y Lewis, 1992) y otras como las PR,rdspuesta a patégenos, y las WIN,
inducibles por herida durante la abscision (Haetisl, 1997; Robertgt al, 1997). La
coordinacion de la expresion de estas proteinamtiiel proceso de abscision es incierta,
aunque podria estar relacionada con la presenciat@lenediarios reactivos del oxigeno
(Lamb, 1994; Robertst al, 2002). Las proteinas tipo metalotioneina se frapuesto
como secuestradoras de los radicales libres qgerserarian en este contexto, evitando la
acumulacion de estos en la ZA (Cowgbal, 1995). La familia de las metalotioneinas se ha
implicado también en la senescencia foliar (Buchanallaston, 1994) y en la maduracién
del fruto (Ledger y Gardner, 1994), procesos englas el etileno y la separacion celular
son importantes. Por otra parte, algunos genes apaifican peroxidasas también
incrementan notablemente sus niveles de expresiriaeZA durante la abscision
(McManus, 1994). En principio, la actividad de sgteoteinas se relacion6 con una posible
descarboxilacion del 1AA durante la abscision, ainégambién se ha especulado con su
posible participacién en la biosintesis de la ligngue se deposita durante el sellado del
tejido que permanece en la planta tras la separaééttiva del érgano (Agugt al,, 2008;
van Nocker, 2009).

1.2.2.5.3. Otras enzimas implicadas en el procese dbscision

Numerosos estudios sobre la abscision de o6rgamwale$ llevados a cabo en
Arabidopsis thalianahan permitido implicar a diferentes genes en atrob del proceso,
incluyendo factores de transcripcién, ligandosepéares, efectores citoplasmaticos y otros

productos génicos.

Una estrategia que ha permitido detectar la exjmede nuevos genes en la ZA es la
transformacién de plantas con construcciones goger®n el promotor de un gen unido a
un gen delator com&US o GFP. Asi, se ha demostrado la participacion de fastore
transcripcionales comoAGL15 (AGAMOUS-like 1p o AtZFP2 (ZINC FINGER
PROTEIN2. AunqueAGL15 un factor de transcripcién de tipo MADS-Box, s@resa
preferentemente en embriones en desarrollo (léeéck, 1995), el estudio de las plantas
transgénica®\GL15::GUStambién mostrd su expresion en las células deptéculo y de

la ZA de los organos florales (Fernandet al, 2000). Las plantas que expresan
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constitutivament@GL-15experimentan un retraso en la abscision de érgiomades que
no implica ni modificaciones en la estructura ocfonalidad de las células de la ZA ni en
la respuesta al etileno, por lo que se ha sugendoAGL-15 actia en la activacién del

proceso de abscision.

Tras el andlisis transcriptomico de la ZA de lommebres deArabidopsis thaliana
(Cai y Lashbrook, 2008), los autores sugerian djfi@céor de transcripci6AtZFP2 podia
estar implicado, directa o indirectamente, en @ceso de abscision. Su expresion se
localizé en las ZAs de estambres, pétalos y sépalademas, las plantas transgénicas que

sobreexpresabaktZFP2presentaban un retraso importante en la abscision.

Mediante el analisis histologico de la expresiéh gkn GUS bajo el control del
promotor deHAESA (HAE), que codifica una proteina quinasa de tipo recepbn
repeticiones de leucina (LRR-RLK), se ha comprobgde este gen se expresa en el
peciolo de las hojas, en el pedlnculo de las flgrem las ZAs de los pétalos y los
estambres (Jinet al, 2000). Las plantas que expresan el gen en atitleede forma
constitutiva no presentan abscision de érganosilélery, en base a esto, los autores

proponen quélAESApodria ser un regulador especifico del proceso.

El genINFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSIQRA; Butenkoet al, 2003)
fue identificado mediante la caracterizacion demutante deArabidopsis thalianzen el
que la abscision de érganos florales estaba totédniBoqueaddDA codifica una pequefa
proteina con un péptido sefial en su regidn amimoktal cuya naturaleza sugiere que
podria ser el ligando de un receptor que estanididatdo en el control de la abscision de
los 6rganos florales. En este trabajo se mostialtadxpresion diDA y HAESAtanto en
la ZA de los érganos florales como en la ZD desliisuas, lo que sugeria quieA podria
funcionar como ligando d&lAESA Posteriormente, en el estudio llevado a cabo por
Stenvick et al (2008) identificaban cinco genes homdlogosDa& (IDL; IDA-like) y
mostraban que tantdAESAcomoHAESA-LIKE2(HSL2, un gen con elevada homologia a
HAESAy con el mismo patron de expresion espacio-tenhperan epistaticos HDA. La
sobreexpresion déA en el doble mutanteae hsl2no restauraba el fenotipo de abscision,
por tanto, debian actuar en la misma ruta génetiearegula la abscision de los érganos

florales. Un segundo trabajo (Cled al, 2008) afiadia a esta ruta de sefializacién una
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cascada de efectores citoplasmaticos de tipo MAIRaga (Mitogen-activated protein

kinase) basandose en el estudio de interacciomesicgs Figura 4.A).

Recientemente, los gendlEVERSHED(NEV) y EVERSHED(EVR), que codifican
una ARF-GAP (ADP-ribosylation factor-GTPase-aciivgt protein) y una LRR-RLK,
respectivamente, han sido implicados también ef$aision de érganos florales (Lesie
al., 2010; Liljegrenet al, 2009). EI geNEV regula el transporte de moléculas necesarias
para la separacion celular mientras que elE}éR funciona como inhibidor de la abscision
actuando sobre otras quinasas desde la membrasmjtiea. Los resultados de estos
trabajos sugieren qUeEV y EVR podrian actuar aguas arribal@/IDL y HAE/HSLZ2 o
en una ruta paralela que convergeriaH&E/HSL20 en un punto aguas abajo de estos
(Figura 4.B).

NEV
EVR

NEV

v oo v ]

l_ EVR

Voo

Abscision de érganos
florales

« <« <« <«

Abscision de érganos
florales

Figura 4. Modelos propuestos sobre la accién secuenciaédesgque regulan la abscision de érganos florales e
Arabidopsis thalianaA. Modelo adaptado de Cleb al (2008).B. Modelo adaptado de Leske¢ al (2010).

1.2.3. La abscision en los citricos

En algunas especies comerciales, como los citig@hscision adquiere una especial
importancia debido a sus repercusiones econémicasngrciales. Los citricos son plantas
gue producen un namero de flores muy superior diudes que son capaces de mantener
hasta su madurez. El periodo de cuajado del fettorearcado, inicialmente, por el balance
hormonal y, posteriormente, por un fendmeno de etemeia por los fotoasimilados que

implica el desprendimiento de un nimero variabldlaiees y de ovarios en crecimiento.
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Este fendmeno de competencia se da en todas lesiesfrutales y es responsable de la
relacién inversa caracteristica entre el nimeranflerescencias o frutos por arbol y el
tamafio final de los mismos (Agut al, 1982). En los citricos, la abscision de flores,
ovarios o frutos pequefios en desarrollo se prodeoeprincipio, en tres periodos
diferenciados, aunque estos pueden solaparsetiemglo (Erikson y Brannamann, 1960).
En el primer periodo abscinden brotes floralesoce# completas. El segundo, denominado
‘caida post-floracion’, tiene lugar inmediatamedéspués de la caida de pétalos de la flor,
mientras que durante el tercero, conocido en eidierio norte como ‘caida fisiolégica’ o
‘caida de junio’ Figura 5), el arbol se desprende de frutos pequefios emrdésgTadeo,
1988), siendo éste el periodo en el que se proelucgximo de abscision en peso. Si esta
abscisién es masiva la cosecha sera escasa, miguniasi cuaja un nimero excesivo de

frutos, su tamario final no alcanzara el calibre @mml adecuado.

Existe una cuarta oleada de abscisién de estrsct@roductivas que recibe el
nombre de ‘abscision precosech&igura 5), y coincide con la maduracion del fruto
(Tadeoet al, 2003). Este periodo de caida no se da en tedasariedades, aunque en
algunas, especialmente en las del grupo Navelugsmportante. La abscisién precosecha
se produce porque la fuerza con la que los frusténeunidos al arbol se va debilitando
progresivamente a medida que avanza la maduraeidinutdo hasta que, finalmente, estos
se desprenden. Si por razones comerciales es necestrasar la recoleccién, las
posibilidades de desprendimiento de la fruta auamegtel volumen de la cosecha puede

verse asi comprometido.

Caida fisiolégica Abscisién precosecha

L 2N v

|

ABSCISION

ABSCISION

Diametro del fruto

Fases del desarrollo del fruto

Figura 5. Periodos de abscision durante el desarrollo d& fjue limitan la produccion citricola.
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Las condiciones medioambientales adversas, comestets hidrico o salino, son
condiciones a las que los citricos se enfrentareiaudp y suelen provocar el deterioro de

hojas y frutos produciéndose, en ultimo términcalsscision (Tadeo, 2000).

1.2.3.1. Zonas de abscision en hojas y frutos déricios

Las hojas de los citricos presentan dos zonas deisain: la zona de abscision
laminar (ZAL) o zona de abscision limbo-peciolo (ZA°), situada entre el extremo basal
del limbo y la porcion apical del peciolo, y la aode abscisidn peciolo-rama (ZA-P/R),
localizada entre la base del peciolo y su uniéa raina Figura 6). La activacién de una u
otra zona de abscision foliar es particular. Lagadisenescentes se desprenden por la ZA-
P/R, mientras que las hojas en desarrollo lo hpoeha ZAL como respuesta a diferentes
estreses (Tadest al, 2003).

Figura 6. Zonas de abscision de la hoja de los citricos. fedlipde Addicott (1982). ZA-L/P: zona de abscision

entre el limbo foliar y el peciolo. ZA-P/R: zona alescision entre el peciolo y la rama.

Los drganos reproductivos poseen también distinbass de abscisiorFigura 7):
una situada entre el peddnculo y el tallo, quebee@l nombre de zona de abscision A
(ZAA), y otra localizada en la union del caliz cehovario/fruto, la zona de abscision C
(ZAC). La activacidon de una u otra zona es varigolel tiempo. Las flores y los ovarios se
desprenden por la ZAA, mientras que los frutos @pscinden durante la caida de junio o

durante la abscision precosecha lo hacen por la. ZA@que se desconocen las sefiales
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capaces de activar o inactivar una u otra zonabdeisidon, se ha sugerido que su origen es
hormonal (Greenbergt al, 1975).

\ ! Abscision porla ZAA
yporla ZAC

Figura 7. Zonas de abscision del ovario y del fruto de liiscos. Adaptado de Addicott (1982). ZAA: zona de
abscision entre el pedlnculo y el tallo. ZAC: zdeaabscision entre el céliz y el ovario/fruto.

1.2.3.2. Control hormonal de la abscisién en lostd€os

En los citricos, las condiciones de estrés queqmanv abscision van precedidas de un
incremento en los niveles de ACC (4cido 1-aminogicdpano-1-carboxilico; precursor del
etileno) y de etileno. El estrés hidrico induce amamulacion transitoria de ACC en las
raices (Tudela y Primo-Millo, 1992), mediada porauacumulacion previa de &cido
abscisico (Gomez-Cadenas al, 1996). La rehidratacion de las plantas permite gl
ACC se transloque hasta las hojas, donde se ox&tdeao y desencadena la abscision
foliar. La salinidad también puede provocar unanadacién similar de ACC tanto en la
raiz como en las hojas de los citricos, estimulad@onsecuente aumento en la produccion
de etileno y, en dltimo término, la absicision (GzmCadenagt al, 1996). En ambos
casos, el tratamiento con inhibidores del etilencaguellos érganos en los que este se

sintetiza reduce la abscision.

El estrés por carencia de carbohidratos en losdrutriginado por la defoliacion,
provoca los mismos cambios en la biosintesis deneti(Gémez-Cadenast al, 2000;
Mehouachiet al, 1995). Por tanto, bajo condiciones de cultiveeasias, la ruta hormonal
de transmisién de la sefal de abscision en lasastes: estrés, ABA - ACC - etileno

- abscision.
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La aplicacion de etileno, de compuestos que liba&tdano, como el etefén, o de
compuestos que inducen la sintesis de etileno, @m@dNP (5-cloro-3-metil-4-nitro-1H-
pirazol), la coronatina o el metil-jasmonato prorauta abscisién en citricos (Agustial,
2008; Burns, 2002; Burnst al, 2003; 2006; Hartmondt al, 2000), mientras que el 1-
MCP (1-metilciclopropeno), un inhibidor de la unidel etileno a sus receptores, la reduce
(Pozoet al, 2004).

El nivel de auxinas en los frutos en desarrollo enta en las fases | y Il, que
corresponden a la division y elongacién celulaspeetivamente (Taléat al, 1990). Sin
embargo, el tratamiento con auxinas, naturalestétsias, no afecta a la abscisién que se
produce durante el cuajado, aunque se emplea dtm &x el control de la abscision
precosecha (Agustt al, 1995). Los tratamientds vitro sobre explantes de citricos han
corroborado el papel de las auxinas como agentesdeslores de la abscision y
blogueantes de la actividad de enzimas hidrolit{Gsen y Huberman, 1976). Ademas,
los inhibidores del transporte de auxinas, com®IBA (acido 2,3,5-triyodobenzoico), la
naringenina o la quercetina potencian el efectalgenos agentes abscisores (Yeaml,
2003).

Algunos trabajos sugieren que el balance entrenasxy ABA en la ZA podria
condicionar la respuesta de los citricos a los tageabscisores (Yuagt al, 2001). Sin
embargo, otros estudios sugieren que la funcionAB#\ en la abscision de los citricos
podria ser indirecta (Gdmez-Caderasal, 1996, 1998, 2000; Taldt al, 1997).

El tratamiento con giberelinas durante la antestjora el cuajado del fruto en el
madarino Clemenules, sugiriendo que el contenidbogeno de esta hormona en los
ovarios es un factor limitante en el cuajado datiofrde variedades partenocarpicas (Talon
et al, 1992). Ademas, se ha visto que la aplicaciépatdobutrazol, un inhibidor de la
accion de las giberelinas, incrementa la absc#fiutos en desarrollo (Ben-Cheikhal,
1997).
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1.2.3.3. Cambios en la expresion génica y en la iz@tad enzimatica durante la

abscision en citricos

En diversos trabajos centrados en el proceso desabsen citricos, se ha observado
un paralelismo entre la evolucion de la abscisiélosy cambios en la actividad de las
enzimas hidroliticas en las disitintas ZAs (Buehsl, 1998; Huberman y Goren, 1979). En
la variedad de naranjo dulce Valencia, la abscigidovoca un incremento de las
actividades celulasa (Cel) y poligalacturonasa (Bl ZA del caliz (Burnst al, 1998).
En este mismo trabajo, los autores clonaron dagrfemtos de cDNA correspondientes a
dos celulasasQelay Celb) que se expresan en las ZAs del fruto (ZAs A ydg la hoja
(ZAL) activadas por etileno. Otras enzimas que ae telacionado con el proceso de
abscisién en citricos son las pectin metilesteré@sBME1ly CsPME3 Nairnet al, 1998),
gue participan en el recambio de componentes garked celular, y laB-galactosidasas,

gue hidrolizan los residuos terminafe®-galactosilo no reducidos (Wu y Burns, 2004).

El trabajo llevado a cabo por Yuat al (2005) establecia una conexiéon entre la
sefializacion acoplada a proteinas G, la biosindsi®tileno y la abscision foliar. El
tratamiento con guanfacina, un agonista dex®s-adrenoreceptores acoplados a proteinas
G, reducia significativamente la abscision de hajekicida por etileno y suprimia la
expresion de algunos genes implicados en la basinte etilenoACS1ly ACO) en la
ZAL. En un trabajo posterior (Malladi y Burns, 2Q0&islaron y caracterizaron dos
fosfolipasas CsPLu1 y CsPDLyl) que participan en la misma ruta de sefializacetad
proteinas G. Ambos genes eran regulados de forfieredcial en la ZAL tras el tratamiento
con etileno; asi, la expresion @sPDLy1 aumentaba considerablemente mientras que la de
CsPLIn1 era suprimida. Tras los resultados obtenidos, do®res sugieren que la
sefializacion dependiente de fosfolipasas podriar ésiplicada en la regulacion de la

sensibilidad de la ZA a factores inductores deteso.

El estudio de la abscision en los citricos ha aglordatos nuevos acerca de proteinas
gue no se habian relacionado antes con el proé&ese.es el caso de las proteinas de
transferencia de lipidos (LTP), que podrian estdacionadas con la deposicion de
monémeros de cutina en el plano de fractura deAa(®u y Burns, 2003) o de la

fenilalanina amonio-liasa (PAL), una enzima clamneet metabolismo de los polifenoles y
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la primera enzima en las rutas de biosintesisgienka y de flavonoides (Kostenyek al,
2002).

Otros trabajos recientes, basados en el andlisisxgeesion diferencial de la ZAL
(Agustiet al, 2008; 2009), han resaltado la posible partidgipaen el proceso de nuevos
genes relacionados con la modificacion de la paeddlar, el transporte de lipidos, la
biosintesis y degradacion de proteinas, la tramstlucde sefiales o el control
transcripcional. Ademas, los autores proponen duente la abscision foliar, el peciolo

debe desempefiar junto con la ZAL un papel coordiyacbmplementario.

1.2.3.4. Estudio de la abscision en citricos: findad y perspectivas

La aplicacion de nuevas herramientas biotecnolégied estudio de procesos
fisiologicos en especies de interés comercial, camcel caso de los citricos, adquiere

especial relevancia por su impacto sobre el propestuctivo y la calidad de la cosecha.

En los dltimos afos se han realizado importantas@s en relacion a los procesos de
separacion celular, entre los que se encuentra bkcisadn de drganos. Asi, la
caracterizacion de mutantes en diversas espeaiagilizacion de técnicas que permiten
localizar la expresion génica en células concretdss analisis transcripcionales a gran

escala, han proporcionado informacion muy util eeefel proceso de abscision.

Los proyectos internacionales de gendmica de aftrientre los cuales se encuentra el
Proyecto de Genomica Funcional de Citricos (CFGRp:/fbioinfo.ibmcp.upv.es)
desarrollado entre tres centros de investigaciotadeomunidad Valenciana (1.B.M.C.P.,
I.V.ILA. e LAT.A)), han permitido profundizar ezl estudio de los mecanismos celulares
subyacentes al funcionamiento de este cultivo.sEgtoyectos han generado una extensa
coleccién de ESTs (expressed sequence tag) prdesdindiferentes especies de citricos y
de tejidos en distintas fases de desarrollo y lefjerminados tratamientos y condiciones de
estrés. Por otra parte, el proyecto de secuenaid@®ado a cabo por el ICGC (the
International Citrus Genome Consortium), Genosd@pey, Francia), el IGA(Istituto di
Genomica Applicata, Udine, Italia) y el J@Joint Genome Institute, Walnut Creek,

California, USA) ha liberado recientemente la wamsv0.9 del ensamblaje del genoma
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haploide deCitrus clementinaEsta version del ensamblaje es de 296 Mb, rejgarten
1.128 scaffolds con un 2,3% de gaps y una cobed®@.5 equivalentes gendémicos, y ha
sido generada  utilizando la  tecnologia de  secueidcia ‘shotgun’

(http://www.phytozome.net).

En el presente estudio se ha empleado esta inf@mag las nuevas tecnologias
derivadas de la misma, para tener una vision mgdiardel proceso de abscision en
citricos. Las aplicaciones biotecnoldgicas que poederivar de este tipo de estudios
pueden ser de gran interés y tendrian como objétivmo el control de la abscision de
O6rganos concretos en momentos determinados delrrdésade la planta, lo que,

finalmente, repercutiria de forma positiva sobrprizduccién.
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lI. Objetivos
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El principal objetivo planteado en este trabajosiste en llevar a cabo un analisis
transcripcional a gran escala del proceso de afisotm frutos maduros de citricos. Este
trabajo ha sido complementado con diferentes estudé tipo anatémico, morfol6gico,
bioguimico e inmunohistoquimico y valiéndose, adgna® herramientas bioinformaticas
de andlisis de expresién global y de andlisis deeswias. Para alcanzar este objetivo se

han establecido los siguientes objetivos parciales:

1) Caracterizar morfolégica y anatomicamente la zom de abscisién C del fruto
(ZAC) durante la activacion del proceso de abscisi Para ello se plantea la siguiente

estrategia de trabajo:

- Determinar la evolucion de la fuerza de retenaéhfruto a tiempos crecientes de
tratamientoin vitro con etileno o &cido 1-aminociclopropano-1-carboail(ACC)
para establecer la secuencia temporal a estudiar.

- Detectar el momento de la activacion del proasabscision con etileno o ACC a
través de la tincién con phloroglucinol de seccéode material vegetal fresco que
contienen la ZAC.

- Examinar mediante microscopia electrénica deidmrios cambios de la ZAC a
nivel celular durante la abscision activada pdeedi.

- Estudiar la anatomia de la ZAC durante el procdso abscision mediante

microscopia oOptica.

2) Analizar la expresién génica de la ZAC tras la @ivacion por etileno del
proceso de abscisionPara llevar a cabo este objetivo se ha establdeidsiguiente

estrategia de trabajo:

- Aislar mediante microdiseccion asistida por 1§3¢AL) células de la ZAC y de la
corteza del fruto (CF) a diferentes tiempos deatménto con etileno.

- Hibridar sobre la ultima versién de la micrommtde cDNA del Proyecto de
Genomica Funcional de Citricos (Martinez-Go@dyal, 2008) muestras de RNA de
la ZAC y de la CF procedentes de los tratamienosetileno.
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- Comparar el patron de expresién de ambos tejidd& y CF, para determinar

posibles genes o grupos de genes implicados emetgp de abscision activado por
etileno.

- Adaptar la metodologia de aislamiento de célutesliante MAL a la técnica de

HPLC acoplada a espectrometria de masas para f@amtnetabolitos en células de
la ZAC.

3) Determinar qué genes relacionados con el traficmtracelular de vesiculas
pueden estar implicados en el proceso de abscisignde qué manera.Para ello se
compararan los perfiles de expresion en la ZAC Jee&F de genes implicados en el

trafico intracelular de vesiculas.

4) Caracterizar familias génicas relacionadas coral modificacién de la pared
celular y estudiar los cambios bioquimicos y ultragtructurales que se producen como
consecuencia de la actividad de este tipo de enzsndurante la abscision de frutos.

Para ello se ha seguido el siguiente planteamiento:

- Comparar los perfiles de expresion en la ZAC yae@F de genes implicados en la
remodelacion de la pared celular.

- Localizar en el genoma haploide @#rus clementindos locus correspondientes a
proteinas de estas familias y estudiar las relasidifogenéticas entre las proteinas de
C. clementinalas proteinas reguladas por el etileno en la Z#ALen la CF y las
proteinas descritas en la literatura como asociads abscision en otras especies
vegetales.

- ldentificar genes relacionados con la modificacife la pared celular con una
probabilidad elevada de ser especificos de la ZA&Qiamte un andlisis de expresion
génica diferenciaih silico.

- Aislar la region promotora de genes correspordgea hidrolasas de la pared celular
potencialmente especificas de la ZAC y determivsupbsibles elementos reguladores
encis mediante andlisim silico de las secuencias.

- Acoplar la metodologia de aislamiento de célutedliante MAL a la técnica de

cromatografia gas-liquido para determinar los camhjue se producen en la
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composicién de monosacaridos de las paredes adulde la ZAC durante la

activacién del proceso de abscision.

- Estudiar las modificaciones que se producen enpldisacaridos de las paredes
celulares de la ZAC durante la abscision mediamiarhunolocalizacién de epitopos

de diferentes carbohidratos de la pared celular.
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[ll. Analisis de la expresion génica en la zona dabscision C
de frutos citricos durante la abscision inducida poetileno
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3.1. Introduccién

El etileno es considerado el regulador naturalpdeteso de abscisién (Brown, 1997;
Jackson y Osborne, 1970). Se ha visto que la poi@tuale etileno durante la abscision
aumenta y que, ademas, esta precedida por la ibdude la expresion de genes que
codifican las enzimas clave de su ruta biosintétieaa &cido l-aminociclopropano-1-
carboxilico sintasas (ACC-sintasas) y las ACC-osada(Blume y Grierson, 1997; Clagk
al., 1997). Otros trabajos han demostrado que l@apéin exdgena de etileno acelera la
abscisién de hojas, flores y frutos (Addicott, 198@ientras que el tratamiento con
inhibidores de la sintesis o accién del etilenovpca retraso en la abscisién asi como
menor incidencia del proceso (Brown, 1997). Aderaéstileno induce la expresién de los
genes que codifican enzimas hidroliticas de la paelular asi como su sintesis y su
secrecion a la pared, necesarias para la separefg@étiva del érgano (Brummedlt al,
1999; Burnset al, 1998; del Campillo y Bennett, 1996).

El estudio de los genes implicados en la biosisitesin la transduccion de la sefial del
etileno ha contribuido a la comprension de la desibncion de esta fitohormona en la
abscisién. Las plantas transgénicasAdabidopsis thalianaque expresan un gen de la
familia de ACC-sintasas en antisentido presentamastenso de la sintesis de etileno y
retraso en la abscisién (Ecker y Theologis, 198d$. mutantes de respuesta a etiletrd,
ein2, ein3 y ers2 de Arabidopsis thalianatambiénmuestran retraso en la abscision de
organos florales; sin embargo, en todos ellos, wvemse ha iniciado la abscision, esta
transcurre de forma normal (Bleecker y Patters®971 Chaoet al, 1997). Estas
observaciones sitlan al etileno en la cadena det@eue regulan la activacion de la
abscisién pero indican que su contribucion al desgenamiento del proceso no es un
requerimiento absoluto (Robert&t al, 2002). La identificacién de los mutantdab
(delayed floral organ_atission) deArabidopsis thaliana que muestran un retraso
importante en la abscisién pero no presentan aitaras en la percepcién o sensibilidad al
etileno, ha mostrado también que la accién de lmnbpa no es imprescindible en la
induccidn del proceso de abscision y que, por fatgben existir otras rutas independientes
del etileno que también pueden participar en lavaabn del proceso (Patterson vy
Bleecker, 2004).
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En los citricos, las condiciones de estrés que quav abscision como el estrés
hidrico, la salinidad o la falta de aporte de chith@tos al fruto, van precedidas de un
incremento en los niveles de ACC y de etileno (G@adenaset al, 1996; 2000;
Mehouachiet al, 1995; Tudela y Primo-Millo, 1992). Ademas, ldiegrcion directa de
etileno o de compuestos que liberan etileno, coletedén, o queactivan la sintesis de
etileno, como el CMNP (5-cloro-3-metil-4-nitro-1Hrgzol), la coronatina o el metil-
jasmonato promueve la abscision (Agwettial, 2008; Burns, 2002; Burnst al, 2003;
2006; Hartmoncet al, 2000). Por otro lado, el 1-MCP (1-metilcicloprapg, un inhibidor
de la unién del etileno a sus receptores, redu@bdaision foliar inducida por etefén o
CMNP (Pozoet al, 2004). Este tipo de tratamientos ha permitidmatppor ejemplo, una
celulasa acidaGel-al, Burnset al, 1998), una fosfolipasa D implicada en la tragsdin
de sefiales de fosfolipidg€sPLD/1; Malladi y Burns, 2008), unf-galactosidasa (Wu y
Burns, 2004) o una proteina de transferencia deopCsLTP, Wu y Burns, 2003) en las

ZAs de los citricos.

Los tratamientos con etileno realizados en exptargen muy efectivos en la
aceleracion de la abscisién y han sido ampliamatiiteados en el estudio de los cambios
moleculares y bioquimicos asociados al procesot¢8ex Roberts, 1982). Este tipo de
estudios han sido utilizados recientemente paréizanda abscisién foliar en los citricos
(Agusti et al, 2008, 2009) y son de gran utilidad en la busqudd nuevos genes

candidatos a estar regulando el proceso.

En los citricos, debido a que se trata de una &sglecgran interés agronomico y
comercial, es importante dirigir la investigacioel cproceso de abscisién hacia las
estructuras reproductivas (flores, ovarios en debary frutos). El trabajo expuesto en el
presente capitulo se centra en el estudio de lmbioa anatdmicos yoleculares que se
producen en la zona de abscision C (ZAC) de frutaduros, localizada en la unién del
caliz con el fruto. La ZAC de los frutos citricosntiene aproximadamente 10-15 capas
celulares, a diferencia de otras especies cAmabidopsis thalianacon una o dos capas
celulares, dPhaseolus vulgariscon una Unica capa de células (Robetrisl, 2000; Wright
y Osborne, 1974). Estas caracteristicas permitspoder de una cantidad de material
manejable para estudios moleculares o bioquimiebprdceso y, aunque en la unién caliz-

fruto coexisten varios tejidos, gracias a técnmamo la microdiseccion asistida por laser,
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se pueden aislar células exclusivas de la ZAC (#geis al, 2009), evitando asi la

contaminacién con tejidos contiguos.

A continuacién, se presentan los resultados delisemanatomico y de expresion
génica a gran escala tleZAC. El andlisis de expresion se ha llevado lroaaediante la
hibridacién de la micromatriz de cDNA disefiada ptartinez-Godoyet al, (2008), que
contiene 21.081 unigenes de la coleccion de ESTsdesed sequence tag) del Proyecto de
Gendmica Funcional de Citricos. Para la hibridacggnha aislado, amplificado y marcado
MRNA procedente de células de la ZAC y de la cartded fruto (CF) obtenidas mediante
microdiseccidn asistida por laser. Las muestraiilolédacion se han seleccionado en base
a la comparacion previa de las cinéticas de aldscisstablecidas en frutos tratados con
etilenoin vitro y frutos no tratados. Finalmente, se han compalasi@nalisis de ‘time
course’ de cada tejido y se han seleccionado loegggue se expresan Unicamente en la

ZAC durante el proceso de abscision inducido ptemet.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Material vegetal y tratamientos

Para llevar a cabo los experimentos recogidos egordaente tesis doctoral se han
seleccionado diferentes variedades de naranjo dGiteis sinensigL.) Osb.] del grupo
Navel (‘Washington Navel’ y ‘Navel Ricalate’) asiorno diferentes tratamientos

activadores de la abscision.

3.2.1.1. Tratamientoin vitro con etileno a frutos de la variedad ‘Washington

Navel’

Se emplearon frutos maduros de la variedad de joaduice ‘Washington Navel’
[Citrus sinensigL.) Osb.]. Estos frutos procedian de &rbolesivadbs bajo condiciones
estdndar en una parcela experimental del Instifalenciano de Investigaciones Agrarias
(LLV.LLA)). Las muestras se recolectaron una vehaga producido el cambio de color de
los frutos, momento a partir del cual la fuerzareiencion del fruto al arbol comienza a
descender progresivamente hasta que se produceessueddimiento del arbol. Este
proceso se conoce como abscision precosecha. litos e separaron del arbol dejando 2
cm de pedunculo para no dafar la ZAC que, posteente, se aislaria. Las muestras se
incubaron en un desecador cerrado herméticame22€’@ durante distintos tiempos (0, 6,
12, 24, 48 y 96 h) en presencia de etilenoy{lpo en aire Figura 8.A).

3.2.1.2. Tratamientoin vitro con acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)

a frutos de la variedad ‘Navel Ricalate’

Para el tratamiento con ACC se utilizaron frutoslaras de naranjo dulce cv. ‘Navel
Ricalate’ procedentes de arboles cultivados bajodictones estandar en una parcela
experimental del I.V.I.LA. Las muestras se recolectauna vez se habia producido el
cambio de color de los frutos. Los frutos de estdedad no presentan problemas de
abscision precosecha. Los frutos se separaronridel dejando 2 cm de peddnculo para

acoplar sobre el mismo una pipeta ‘Pasteur’ (3 quig contenia una solucién de ACC (0.1
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mM) o agua Figura 8.B). Los frutos se incubaron a 22 °C durante 0, 4238, 48, 120y
192 h con ACC o con agua.

Figura 8. A. Desecador utilizado para las incubaciones dedrdéo'Washington Navel’ en atmdsfera de etileno o
en atmdsfera de airB. Frutos de ‘Navel Ricalate’ tratados con ACC juctm frutos incubados con agua (frutos
control).

3.2.2. Determinacién de la fuerza de retencion ded frutos

Con el fin de establecer una cinética de abscisiénfrutos bajo tratamientos
activadores del proceso, se determiné la fuerzaetbncion mediante un dinamometro
Compact Gauge 200N (Mecmesin; Ref: 02/0073/06)uisiglo las indicaciones del
fabricante. La cinética de abscision de los frigesxpresé como kgf (kilogramo-fuerza)
necesarios para separar el pedinculo del frutolgpaona de abscision tras distintos
tiempos de tratamiento. Tanto para el experimentoatileno como para el experimento
con ACC, se midi6 la fuerza de retencién de frutasados y frutos no tratados a los
tiempos descritos en los apartad®®.1.1y 3.2.1.2 respectivamente. Finalmente, se
comparé la cinética de abscision de frutos tratadosla cinética de abscision de frutos no
tratados (veFigura 12).

3.2.3. Muestreo de material vegetal

3.2.3.1. Muestras de ‘Washington Navel’

En funcién de las diferencias observadas entreinética de frutos tratados y la

cinética de frutos no tratados, y con el objetiedldvar a cabo un analisis transcriptémico
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mediante micromatrices de cDNA, se tomaron muesiras 0, 12 y 24 h de tratamiento
con etileno. Para cada uno de estos puntos de mmoesse aislaron mediante
microdiseccion asistida por laser (MAL; apart&id.6.9 tres muestras independientes de
ZAC y de corteza del fruto (CF) previamente pregasacomo se explica en el apartado
3.2.6.1 Las muestras que componian la referencia seamnonken presencia de etileno y en
aire durante los tiempos especificados en el ag@B&.1 Estas muestras se diseccionaron
manualmente utilizando una cuchilla convencionabgtenian, ademas de la ZAC, otros
tejidos adyacentesFigura 9. B). De esta forma, se pretendia obtener una mudstra
referencia lo mas representativa posible. Seguidtenéas muestras se almacenaron a -80

°C hasta la extraccion de RNA.

3.2.3.2. Muestras de ‘Navel Ricalate’

En base a las diferencias observadas entre laczrd abscision de frutos tratados y
la de frutos no tratados, se tomaron muestras @, 128, 24, 36 y 48 h de tratamiento con
ACC. Estas muestras se prepararon tal y como seiloegn el apartad®.2.5.2para llevar
a cabo una caracterizacion morfolégica y una cfieation de metabolitos mediante

HPLC acoplada a espectrometria de masas de la 2A&sdrutos.

3.2.4. Morfologia e histologia de la ZAC

Con el fin de detectar la activacion efectiva debcpso de abscision con los
tratamientos realizados, se llevd a cabo una tincidn phloroglucinol de secciones de
material vegetal fresco. El tejido que conteniZA«& de frutos tratados durante 0, 24 y 48
h con etileno o ACC se disecciond con ayuda deaucdilla. Las muestras se cortaron
longitudinalmente Kigura 9.B) para facilitar el proceso de tincién y la posteri
adquisicién de las imagenes. Se aplicé directamsuitee el tejido cortado una solucién
saturada de phloroglucinol (Sigma-Aldrich, Ref.5B3) preparada con HCI al 20%. Las
muestras se observaron en una lupa binocular esténgica Olympus SZ61 equipada con
una fuente de luz fria KL 1500 LCD y una camaran@ys C3040-ADU.
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3.2.5. Microscopia

3.2.5.1. Criomicroscopia electrénica de barrido (Gro-SEM)

Se examind mediante Cryo-SEM el plano de fractuoxipal (caliz) y distal (fruto)
de la ZAC asi como secciones longitudinales deisma tras 24, 48 y 96 h de tratamiento
con etileno. En el primer caso, se separ6 de mdoezada el pedunculo del fruto por la
ZAC. En el segundo caso, se realizaron cortes tlodigiales de la ZAC unida al frutton
ayuda de una cuchilla hasta obtener piezas deotejed 1 cm aproximadamente. Las
porciones de tejido se montaron sobre bloquespadatras unidos al brazo portamuestras
de un CT-1000C Cryo-transfer system (Oxford Ins&nts) y se congelaron en nitrégeno
liqguido (-210 °C) inmediatamente. Las muestras elattas se transfirieron a la
crioplataforma de un microscopio JEOL JSM-5410 ¢ ahi, a la plataforma de
observacion de las muestras, donde se provoco Bimsweion del agua superficial
condensada atemperandolas a -85 °C. Tras estoulesiras montadas se transfirieron de
nuevo a la crioplataforma y se cubrieron con una Giapa de oro. En todos los casos, las
muestras se fotografiaron a un aumento de 50X X508 un voltaje de aceleracién de 10
keV.

3.2.5.2. Microscopia 6ptica

3.2.5.2.1. Método A

Este método se utilizo para la tincion con acidagaéco y reactivo de Schiff (PAS)
el posterior estudio histolégico de la ZAC tras2@,y 48 h de tratamiento con ACC. El
material vegetal se cortd en porciones de 0.3 ctn3xcm x 0.3 cm de tamafio que se
introdujeron en una solucién de para-formaldehidi®aen tampén PBS (NRO, 50 mM,
ph 7.0; NaCl 150 mM) para su fijacién d/n a 4 °Cimicio de este periodo, se realizé una
desgasificacion de 30 minutos para que la imbibidé las muestras fuera completa. A
continuacion, se realizaron 4 lavados de 15 minatsstampén PBS. Posteriormente, se
deshidrataron las muestras utilizando series argxsede etanol (50%, 70%, 85%, 95% y
100%). Las muestras permanecieron 1 hora en caalz@d®yg excepto en la de etanol 100%,

donde se realizaron 3 lavados de 1 hora y un lawddo Una vez deshidratadas las
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muestras, se infiltraron gradualmente en resinaltite (London Resin, Ref.: 02646-AB)
con series crecientes de resina-etanol (1:2, 21y permaneciendo 60 minutos en cada
una de ellas. Por dltimo, se introdujeron en repuma al menos una noche a 4 °C. Para la
inclusidn se emplearon capsulas de gelatina dd @nbrellenas de resina LR White pura
en las que se depositd la muestra. Se mantuvierama estufa a 57 °C durante 24 horas
para su solidificacion. Las muestras se seccionarbpm de espesor con la ayuda de un
microtomo de rotacion Leica RM2165 y se depositaomn portaobjetos convencional de
cristal. Finalmente, las secciones se tifieron od8 (Sigma-Aldrich, Ref.: 395-1 y 395-2,
respectivamente), se secaron y se cubrieron coX ‘BBuntant’ y un cubreobjetos. Las
muestras se observaron en un microscopio Leica DMgéipado con el software ‘Leica

ASMLD Version 4.0’, que permite llevar a cabo lajasicion de las imagenes.

3.2.5.2.2. Método B

Este método se ha utilizado para la tincion decories de tejido con phloroglucinol y
Sudéan IV y la posterior caracterizacion histologima la ZAC tras 0, 24 y 48 h de
tratamiento con etileno. La crioinclusion del metievegetal se realizé de forma anéloga a
la descrita en el aparta@a2.6.1 Los cortes se realizaron a {lvh de espesor utilizando un
criostato Leica CM1900 y el equipo ‘CryoJane® Tdapansfer (Instrumedics,
Hackensack, NJ) y se montaron sobre portaocjetogoJane® Adhesive Coated Slide’
(Instrumedics, Ref.: 39475208), siguiendo las iadicnes del fabricante. Seguidamente, se
almacenaron a -80 °C hasta el momento de las tiesioSe realizaron tinciones con
phloroglucinol (Sigma-Aldrich, Ref.: P3502) en H@all 20% y con una dilucion 3:2 de
Sudan IV (Sigma-Aldrich, Ref.: S4261) en isoprofda®.1%. Tras secar las secciones, se
cubrieron con ‘DPX Mountant’ (Fluka, Ref.: 44581)up cubreobjetos para el montaje
definitivo. La observacién de las muestras se zéatl y como se detalla en el apartado
3.2521
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3.2.6. Microdiseccion asistida por laser (MAL)

3.2.6.1. Crioinclusiéon del material vegetal y monja de los portaobjetos

El material vegetal fresco se cortdé con una cuzleitl piezas de 0.5 cm x 0.5 cm x 0.5
cm de tamafio aproximadamente, que contenian, ent® tejidos, la zona de abscision C
(Figura 9.B). A continuacion, las piezas de tejido del cale iscluyeron en OCT
(Labonord Cryoblock; Ref.: 07111245) con la oriefda adecuada para su posterior corte.
La inclusion se realizd en recipientes de plastiamiante ‘snap-freezingF{gura 9.C) y
se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion. bdsg se realizaron a un espesor darh2
con la ayuda de un criostato Leica CM1900 y se arontsobre portaobjetos ‘Frameslide
PET-membrane’ de 14m de espesor (Leica; Ref.: 115051bigura 9.D).

Figura 9. Crioinclusiéon de muestras de la ZAC y montaje detgobjetos.A. ZAC de frutos de naranjo
‘Washington Navel'B. Diseccion manual del tejido que contiene la Z&ClInclusién del tejido diseccionado en
OCT. D. Montaje de los portaobjetos ‘Frameslide PET-memdsratilizados en la microdiseccién asistida por

laser.

3.2.6.2. Aislamiento de células mediante MAL

La microdiseccion de las muestras se llevd a cabdiante el microscopio Leica

DMLA acoplado a la fuente de laser ASLMD (Leica kisistemas) y equipado con el
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software ‘Leica ASLMD Version 4.0’, siguiendo lasstrucciones del fabricante. Este
software permitia seleccionar las areas de tejiddisaccionar antes de comenzar el
proceso. Una vez seleccionadas las areas, el idsilia verticalmente desde arriba
cortando el material y haciéndolo caer sobre la tigun microtubo (0.5 ml de capacidad)
en la que se habia depositado previamente el tadgpéntraccion RLT del kit ‘RNeasy®’
de QIAGEN (Hilden, Alemania) con un 1% demercaptoetanol. Todas las muestras
fueron diseccionadas utilizando el objetivo 10Xy parametros de corte del laser que se
especifican en ldabla 1.

Tabla 1. Parametros de corte con el laser ASLMD
(software Leica ASLMD Version 4.0).

Parametros de corte Valores software

Apertura 16
Intensidad 46
Velocidad 3

Tras la microdiseccion, se cerr6 el tubo, se degibi brevemente para recoger el
material microdiseccionado en el fondo y se almacan80 °C hasta el momento de la
extraccion de RNA. Se recogieron tres muestragpmiientes de cada tejido (ZAC y CF;
Figura 10) y tiempo de tratamiento con etileno (0, 12 y 24Q@ada una de las muestras

contenia, aproximadamente, 40.000 células.

Disco floral
it

3

Figura 10. Aislamiento mediante microdiseccion asistida pset de células de la ZAC y de la @FVision del
tejido antes de microdisecciond. Vision del tejido tras microdiseccionar la ZAC & CF. Barras: 50Qum.
Objetivo: 4X.
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3.2.7. Extracciones de RNA

3.2.7.1. Extraccién de RNA de las muestras que commen la referencia

Para cada una de las muestras (0, 6, 12, 24, 8&hye® etileno y en aire), el material
vegetal se pulveriz6 en nitr6geno liquido con ayddaun mortero hasta reducirlo a un
polvo fino. Se realizaron extracciones independeitle RNA de cada una de las muestras
siguiendo el protocolo del kit ‘RNeasy® Plant MitQIAGEN; Ref.: 74904). Se utilizé
una cantidad de material vegetal de partida dem@0/ el volumen final de elucién en
agua fue de 10Ql. Durante el proceso de purificacién las muestnason tratadas con la
enzima DNase | (RNase-Free DNase Set, QIAGEN; R&R54) con el fin de eliminar el
posible DNA gendmico arrastrado durante la extdatclLa concentracion y calidad del
RNA se evalu6é mediante el espectrofotometro Nanp®rdlD-1000 y por electroforesis
en gel de agarosa (Sambraatkal, 1989). Finalmente, la muestra de referenciasad a
partir de una mezcla que contenia la misma cantida@NA total (ug) de cada una de las

extracciones independientes.

3.2.7.2. Microextraccion de RNA a partir de muestra obtenidas mediante

microdiseccion asistida por laser (MAL)

Se utilizé el kit ‘RNeasy® Micro’ (QIAGEN; Ref.: T04), siguiendo las indicaciones
del fabricante y recogiendo el RNA total en un woéun final de elucién en agua de |20
Se realizaron tres microextracciones independigmiesada tejido (ZAC y CF) y tiempo
de tratamiento con etileno (0, 12 y 24h), corredjimtes a las muestras independientes
microdiseccionadas. La concentraciéon e integridad RNA se determind mediante el

espectrofotometro NanoDrop®.

3.2.8. Andlisis de expresidn génica mediante la hiacién de micromatrices de
cDNA de citricos (20 K)

El RNA total extraido de cada muestra individualusizé para sintetizar cRNA
antisentido marcado con el fluor6foro Cy5 y se idibrcontra cRNA antisentido marcado

con Cy3 sintetizado a partir del RNA total procadede la muestra de referencia. Este
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método permite calcular directamente la expresitarahcial de una pareja de muestras a
partir de la relacién de sus hibridaciones corefarencia, evitando los calculos mdltiples
gue se requieren con otros disefios experimentafes el disefio circular (Churchill, 2002;
Kdnig et al, 2004; Novoradovskayet al, 2004).

La micromatriz de cDNA utilizada en este experimefiie desarrollada por el
Proyecto de Genémica Funcional de Citricos (CFGEYntenia 21.081 posibles unigenes
de citricos (Martinez-Godot al, 2008). A continuacién, se representa de forma

esquematica el proceso de hibridacion de una matrimmde cDNA Figura 11).

Retrotranscripcién y Acople de fluoréforos Escaneado
amplificacién in vitro Cy5y

Mezcla de ambos cRNAs

Hibridacién \ /

\

\Vani
{ /

Figura 11. Proceso de hibridacion de micromatrices con muesdes cCRNA marcadas con dos fluoréforos
distintos.

3.2.8.1. Primera ronda de amplificacion

a) Sintesis de la doble cadena de cDNA

Se utilizé el kit de Epicentre Biotechnologies ‘FetAmpg™ 2-Round Aminoallyl-
aRNA Amplification Kit 1.0’ con numero de refereaciTAA2R4924, siguiendo las
indicaciones del fabricante. Todos los reactivas soministrados por el kit, excepto las
retrotranscriptasas SuperScript 1l y SuperScrip{200 Ufl) de Invitrogen, con niameros
de referencia 18064-014 y 18080-044, respectivaangnel kit de purificacion de RNA
(QIAGEN).
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En cada caso se parti6 de 500 pg totales de RN&, egula maxima cantidad de
partida recomendada por el kit. Se preparé la iéadae sintesis de la primera cadena de
cDNA en un tubo que contenia el volumen equivalari®0 pg de RNA total, (Il de T7-
Oligo(dT) Primer B y c.s.p. de @ hasta un volumen total deuB La mezcla se incub6 a
65 °C durante 5 minutos para favorecer la union @éeo(dT) a la cola poly-A del
mRNA. A continuacion, se afiadieron 0425de SuperScript Ill Reverse Transcriptase, 1.5
ul de Reverse Transcription PreMix-SS y Oi2%8le DTT, y se incub6 la mezcla durante 30
minutos a 50 °C. Seguidamente, se sintetiz6 lansizgoadena de cDNA afiadiendo QL5
de DNA Polymerase-SS 1 y 486 de Pol PreMix-SS 1, e incubando la mezcla a 65 °C
durante 10 minutos. La reaccion se detuvo incubdadauestra 3 minutos a 80 °C y 1
minuto en hielo, tras lo que se afiadidl e Finishing Solution-SS y se incubd la muestra
a 37 °C durante 10 minutos y a 80 °C durante 3tménu

b) Transcripcion in vitro

El cDNA sintetizado se combiné con 4 de T7 RNA Polymerase, 4l de
Transcription Buffer, 27l deIn Vitro Trasncription Premix Ay 4l de DTT, y se incub6 a
42 °C durante 4 horas. Para eliminar el cDNA 8 feamuestra con RNase-Free DNase |
durante 15 minutos a 37 °C. El RNA transcrito ydide DNA se purificd utilizando el kit
‘RNeasy® Mini Elute’ (QIAGEN; Ref.: 74204), siguida el protocolo del fabricante.

3.2.8.2. Segunda ronda de amplificacion

a) Sintesis de la doble cadena de cDNA

Se afadieron 2l de Random Primers-SS a la muestra de RNA proteddn la
primera ronda de amplificacién y se concentré hastaolumen de 3l con la ayuda del
SpeedVac® SPD111V (Thermo Savant). La mezcla sébéh@ 5 minutos a 65 °C y 1
minuto en hielo. Tras esto, se afiadidé la mezclasidiesis de la primera cadena, que
contenia 0.2%ul de SuperScript Il Reverse Transcriptase, jil.Be Reverse Transcription
PreMix-SS y 0.25u de DTT, y se incub6 10 minutos a temperatura antbn y 1 hora a
37 °C. Se afiadieron O de RNase H-SS y se incubé a 37 °C durante 20tosnua 95

°C 2 minutos. Para la primera etapa de sintesia segunda cadena se afiadidl fie T7-
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Oligo(dT) Primer C a la mezcla y se incubd 5 misugo70 °C y 10 minutos a 42 °C.
Seguidamente, se afadieron Qlsle DNA Polymerase-SS 2 y 18 de DNA Polymerase
PreMix-SS 2, y se incubd a 37 °C durante 10 miny@80 °C durante 3 minutos.

b) Transcripcién in vitro con aminoalil-UTP

El producto de la sintesis de la doble cadena déAcBe combind con 4l de T7
RNA Polymerase, 9.6l de HO, 4 ul de T7 Transcription Buffer, 1@l de In Vitro
Transcription PreMix B, 2.4l de Aminoallyl-UTP y 4ul de DTT, y se incub6 durante 9
horas a 42 °C. En esta reacciéon se emplea am#eHl porque su naturaleza quimica
permite el posterior acople de los fluoréforos (§y8y3). El posible cDNA remanente se
eliminé afiadiendo 2l de RNase-Free DNase | e incubando la mezcla%C3iurante 15
minutos. La purificacion del aminoalil-RNA ampliido (AA-aRNA) se llevo a cabo con
el kit ‘RNeasy® Plant Mini’ de QIAGEN. Finalmentse cuantificd el RNA amplificado
utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop® y se deied el rango de tamafios mediante
un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio, f[macpue se cargaron 100 ng de cada

muestra. Las muestras de AA-aRNA se guardaron 8G8tasta su posterior utilizacion.

3.2.8.3. Acople de fluoréforos

Para cada muestra de AA-aRNA se sec6 por compiet@iumen equivalente a g
con la ayuda del SpeedVac®. El AA-aRNA desecadeesaspendié en 4l de tampon
Na2CO03 0.1 M pH 8.5. Seguidamente, se afiadi6 amadatra 41 de solucion NSH-Cy5
o NSH-Cy3 (Amershafif, UK, Ref.: PA25001 y PA23001, respectivamenteppprada
segun las indicaciones del fabricante, y se inaibénte 1 hora a temperatura ambiente y
en oscuridad. Tras la reaccién de acople del flfooodse purificd el aRNA utilizando el kit
‘RNeasy®’ de QIAGEN siguiendo el protocolo del falinte. La concentracion de
fluoréforo incorporado se determindé mediante el uabdd ‘Microarray’ del
espectrofotdmetro NanoDrop®. Las muestras se ge@arda-80 °C hasta el momento de la

hibridacion.
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3.2.8.4. Hibridaciéon de micromatrices

3.2.8.4.1. Preparacion de las micromatrices (prehilalacion)

Las micromatrices se incubaron durante al menosrd & 42 °C sumergidas en el
tampoén de prehibridacion (SSC 5X, SDS 0.1% y BSA fi#écalentado a esa temperatura.
Tras la prehibridacion se realizaron 3 lavados derfutos cada uno en agitacion cosOH
DEPC a temperatura ambiente. Las micromatricesesaren centrifugando 3 minutos a

300 r.p.m. y a temperatura ambiente.

3.2.8.4.2. Preparacion de las muestras

De cada una de las muestras marcadas (Cy5 y ChByridar se tomd el volumen
equivalente a 150 pmoles de marcaje. La mezclardms se concentrd en el SpeedVac®
hasta un volumen de 9. A continuacién, se afiadio |l de ‘Fragmentation Reagent’ de
Ambion (Austin, TX), con nimero de referencia AM874 se incubd a 70 °C durante 15
minutos. Seguidamente, se afiadiqullde ‘Stop Solution’ a la mezcla de reaccion, se

centrifugo brevemente y se mantuvo en hielo hadtébkidacion.

3.2.8.4.3. Hibridacion

La micromatriz utilizada en este experimento fuscdéa por Martinez-Godogt al
(2008). La mezcla de muestras a hibridar se calean®&0 °C durante 2 minutos. Se
afiadieron 5Qu de tampo6n de hibridacion (formamida 50%, SSC SRS 0.1% y DNA de
esperma de salmén 1Q@/ml) precalentado a 80 °C y se centrifugé brevaengrara
eliminar burbujas. La solucién de hibridacion spakitdé sobre el cubreobjetos ‘Hybri-slip’
(SIGMA-ALDRICH; Ref.: Z370274-100EA) formando uniéa continua en uno de sus
laterales largos. A continuacion, la micromatrizpeso en contacto con el cubreobjetos por
la linea formada por la solucién de muestras yej@ cher lentamente el lateral opuesto de
modo que la solucién difundiera por toda la parepresa de la micromatriz.
Inmediatamente, se invirti6 la micromatriz hibridag se colocé en la camara de
hibridacién. La base de la camara de hibridacidiieaé con 100 ml de SSC 2X para evitar

la evaporacion de la soluciéon durante la hibridacida camara de hibridacion con las
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micromatrices permanecio durante 20 horas en umhae hibridacién a 42 °C y protegida

de la luz.

3.2.8.4.4. Lavados

Una vez transcurrido el tiempo de hibridacion, ealizaron los lavados de las
micromatrices. Para cada lavado se prepararon 2@ ia solucion correspondiente. La
secuencia de lavados se llevd a cabo como se lgescdontinuacion:

1) 1 lavado con SSC 2X y SDS 0.1%. Cada micromatimtrodujo en la solucién
precalentada a 42 °C en posicion invertida e iadény se agit6 suavemente hasta que el
cubreobjetos se desprendié. Cada micromatriz se@antonces en el cestillo de tincion y
se introdujo en la cubeta del segundo lavado. ligsiesites lavados se realizaron a
temperatura ambiente y en agitacion.

2) 1 lavado con SSC 2X y SDS 0.1% durante 5 minutos

3) 2 lavados con SSC 0.1X y SDS 0.1% durante 5 tosncada uno.

4) 5 lavados con SSC 0.1X durante 1 minuto cada uno

5) 1 lavado con SSC 0.01X durante 10 segundos.

Tras los lavados se secaron las micromatricesifteggndo a 300 r.p.m. durante 5

minutos y se guardaron protegidas de la luz hasteomento de escasearlas.

3.2.8.5. Escaneado de las micromatrices y adquiginide datos

El escaneado de las micromatrices se llevd a caboet escaner ScanArray Gx
(PerkinElmer), equipado con el software ScanArragpress. Las longitudes de onda
utilizadas fueron 633 nm para el fluoréforo Cy5 435nm para el fluoréforo Cy3. El
software utilizado permite modificar la potencid teser asi como la ganancia de cada
fluoréforo con el objetivo de optimizar para cadaa el proceso. La transformacién de los
datos de captura de imagen adquiridos con el eiseaaeos numéricos se llevo a cabo con
el programa GenePix Pro 6.0 (Axon Instruments), gaecompatible con el software
ScanArray Express. Se procedié al ajuste manuaficdtedro GAL (GenePix Array List)
correspondiente a la micromatriz de citricos (MeziGodoyet al, 2008), que consiste en

una malla de puntos que acota el andlisis de iit@thss de hibridaciéon a los spots de la
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micromatriz. Los datos de los spots designadosepeoftware como ‘not found’ o ‘bad’,
asi como los spots cuya relacion ‘sefial-backgroena’menor que 2, fueron descartados.
Una vez ajustada la malla del fichero GAL y desados los spots de intensidad débil, se

grabaron los datos de hibridacién para cada midrama

3.2.9. Normalizacion, control de calidad y andliside las micromatrices

La normalizacién, el control de calidad y el anslide las micromatrices se realizé
con el paquete LIMMA (Linear Models in Microarrayslel software Bioconductor
(Gentlemaret al, 2004; http://www.bioconductor.org). Los datosron normalizados para
compensar las posibles diferencias en el marcajéaslemuestras y otras fuentes de
variabilidad no bioldgicas. Tras la normalizaciée lds datos de las micromatrices, se
seleccionaron como significativos los unigenes prgsentaban un P-valor menor o igual
que 5.0F°? y un valor para M mayor o igual que 0.5 o mendgwal que -0.5 en los
distintos contrastes. El parametro M representaivell de expresion de un unigen en un
determinado contraste. En este trabajo se llevéba an estudio de ‘time course’ en dos
tejidos diferentes (ZAC y CF), de modo que el nidel expresién venia dado por
M=log,(ZACJ/ZAC,) 0 M=log,(CF/CF), o lo que es lo mismo: el logaritmo en base dos
del cociente de la expresion entre el tiempo ‘ttrdégamiento (12 6 24 h) y el tiempo ‘0’ en
cada tejido (ZAC y CF). Por tanto, los unigenesastns a un valor de M0.5 o M<-0.5
se inducian o reprimian como minimo 1.5 veces espacto al tiempo ‘0’ en la ZAC o en
la CF. Con el fin de eliminar las respuestas comute ambos tejidos al etileno, se
compararon los andlisis de ‘time course’ llevadosaho en la ZAC y en la CF y se
descartaron aquellos unigenes gque aparecian ersanhbsis. Las tablas recogidas en los
Anexosl y 2 muestran el nivel de expresién en el tiempo ‘ti cespecto al tiempo ‘0’ de

los unigenes exclusivos de cada tejido.

3.2.10. Agrupacion en ‘clusters’ de los unigenesgalados por etileno en la ZAC

Los unigenes regulados por etileno en la ZAC sepgon en ‘clusters’ en funcion
del perfil de expresion mostrado a lo largo defatraento (0, 12 y 24 h en presencia de
etileno). Se utilizé el algoritmo ‘k-means’ del grama GEPAS v4.0 (Vaquerizas al.,

2005; http://gepas3.bioinfo.cipf.es/). Los parametutilizados para el analisis fueron:
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distancia = euclidea, nimero de clusters = 6. $brée parametros fueron establecidos por

defecto por el programa.

3.2.11. Asignacién de categorias funcionales a losnigenes regulados

diferencialmente

Para asignar una posible funcion a los unigenesladgs diferencialmente, se
compararon sus secuencias (obtenidas de la base dales del CGFP,
http://biocinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) cdrcenjunto de unigenes de las bases de
datos NCBI (National Center for Biotechnology Infation, www.ncbi.nlm.nih.gov) y
TAIR (The Arabidopsis Information Resource, wwwladmpsis.org) utilizando el
algoritmo BLASTX (Altschulet al, 1990). Los homélogos con un valor esperado (Eeya
inferior a 1.0E”® fueron agrupados en categorias funcionales uiiizala herramienta
FunCat de la base de datos MIPS (Munich Informatimmter for Protein Sequences,

http://mips.gsf.de).

3.2.12. Analisis de metabolitos mediante HPLC acamda a espectrometria de
masas en tandem (HPLC-MS/MS)

Se recogieron tres muestras independientes de a &Aada tiempo de tratamiento
con ACC (0, 12, 24 y 36 h) en &0 de agua mediante microdiseccion asistida por lase
(véase apartad@®.2.6.). Cada una de las muestras contenia unas 40.00ascé
aproximadamente. Se afadieron a modo de estandae®mos acido indolacético
deuterado (IAAd) y acido salicilico deuterado (SAda las muestras. La suspensién
resultante se incubd en un bafio de ultrasonidempératura ambiente durante 10 minutos
para la extraccion de los analitos. A continuac@rextracto se acidificé con acido acético
hasta una concentracion final de 0.01% (v/v) yesdizarén dos particiones con 2@i0de
éter etilico. Se recuperd la fase etérea en un tuByo y se evapord a temperatura
ambiente con ayuda del SpeedVac® SPD111V (Thermarfa El residuo seco resultante
se resuspendio en 0 de una solucién de metanol grado HPLC al 30%in8ectaron
alicuotas de 2@l en un HPLC (Waters Alliance 2860, Waters Corplfddd, MA, USA) y
la separacion se llevé a cabo en fase reversa sohrmna de C18 (Scharlau, Barcelona)

utiizando como solventes metanol y agua suplendentaon acido acético a una
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concentracion del 0.01% (v/v) a un flujo de 0.3mmlY (Durgbanshiet al 2005). La
deteccion de los analitos se llevé a cabo medid®eC-MS/MS a través de una interfaz
de ‘electrospray’ operada en modo negativo. La tifigation de los metabolitos se realizd
en base a una calibracion externa con los commiestoercialesTabla 2) utilizando el
software Masslynx v. 4.1 (Micromass Ltd., Manchgst).

Tabla 2. Compuestos comerciales utilizados para el andlisisetabolitos en la zona
de abscision C mediante HPLC-MS/MS. Para cada miiabse muestra el estandar

interno utilizado, el tipo de ionizacién realizadka transicién idnica experimentada.

Metabolito  Estandar interno  Polaridad Transicion Fuente
Acido ferdlico 1AAG, Negativo 193>134 Isotech
Acido caféico SAd Negativo 179>135 Sigma-Aldrich

Acido cumérico IAAG Negativo 163>119 Sigma-Aldrich

3.2.13. RT-PCR semicuantitativa

Los datos de la hibridacién de micromatrices sefignaron mediante analisis por
RT-PCR semicuantitativa. La sintesis de la primeadena de cDNA se llevé a cabo
utilizando la retrotranscriptasa SuperScript Iiv{firogen; Ref.: 18064-014), siguiendo las
indicaciones del fabricante. La reaccion se preparan volumen total de 20 y contenia
500 ng de mRNA, 1l de Oligo(dT) de Invitrogen (Ref.;: 18418012)ullde dNTPs (10
mM), 4 ul de 5X First-Strand Buffer, Al de DTT, 1ul de RNaseOUT (Invitrogen; Ref.:
10777-019), 1l de SuperScript Il RT y 1@l de HO. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo utilizando laTag DNA Polimerasa de BIOTOOLS (Ref.: 10.003). La niezde
reaccion contenia el volumen equivalente gglde cDNA, 5ul de 10X Buffer, 1ul de
dNTPs (10 mM), 2.5l de cada cebador (1M), 1 ul de Tag DNA Polimerasa y c.s.p de
H,O hasta 5Qu. Las condiciones de amplificacion por PCR fuef@minutos a 95 °C; 20-
38 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 53-59 égefaliendo de la pareja de cebadores)
durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundomutom a 72 °C y 5 minutos a 4 °C.
Finalmente, los productos de PCR se cargaron egelude agarosa al 1% para comprobar
el tamafio y la intensidad de la banda esperadge®JBC (ubiquitin-conjugating protein)
se utilizd como referencia para evaluar las cadédade mRNA en cada muestra (ZAC y
CF tras 0, 12 y 24 h de tratamiento con etilehos cebadores utilizados son los que se
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describen en laTabla 3 y se disefiaron con el programa ‘Primer3 version00.4

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Tabla 3. Cebadores utilizados para la RT-PCR semicuantati

Producto  Temperatura

Gen Cebadores directo y reverso (5' - 3') (bb) anillado (°C) Ciclos
CEL (C21007H10) GGGGTTCATCTCTACCGTCCA 168 53 20
GCTGATAATTATTACGATTATCG 53
PG (ICOAAA67DG09) AACTGCCGAAAGAACTCAGG 164 57 23
CTCCGAATTCCTCCAGTGAT 57
B-MAN (C03004E07) TCATCACAGCCAAAGGAGTG 195 57 33
GGCTGTCACCACCATCACTA 59
EXP (ICOAAA14BD04) TGTGCGAAGAAAGGAGGAAT 217 55 25
CACTGGCTGTCACTTGGAAA 57
PL (ICOAAAL5AF11) AATGGCAATCCCTTCTCCTT 161 55 38
TGGAGCCACATAATTGGTCA 55
XTH (C02023G10) TCATCAGACGGTCCAAATCA 180 55 28
CTGGTTCCAAAGGAGGGAAT 57
SKS(C02016C05) CTTGGGCACGACAGTACCTT 174 59 30
TACCCAACGGTGGATCATTT 55
PME (C01011H09) AATCAGAACACGGGCATCTC 197 57 30
TCCAGTGCAAAGTCTCCATTC 57
PAE (C02003B05) TGAAGGCAGTGAGAGGCTTT 203 57 27
GCAAGGGTAGGGACAATCAA 57
AGP1(ICOAAA56BHO05) TTCACCCACATTAGCACCAA 213 55 30
AAATTGGTCAGAGCCACGAC 57
AGP2(C31404H07) CCACACGCAAACACAGATTC 151 57 33
GGGAACAACCAACAGGAAGA 57
CCR(C34205C03) AGCCATCTGGAGAGAGGACA 175 59 33
GGCATTTATGGAAACCATGC 55
PAP (C02014A07) TTTATGTCCCCGCTGAGAAC 226 57 25
CCTTCCTGCCCATACCAATA 57
HD-Zip (C31809D05) AAACATGCACAGAGCACTCG 154 59 35
GAGAATATTCGCCCCCATCT 59
UBC (C06015C05) TGGACGCTTCAGTCTGTTTG 178 59 30
TCGTCAATCACCCCTTCTTT 59
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3.3. Resultados
3.3.1. Cinética de la abscision de frutos
LasFiguras 12.Ay 12.B muestran el efecto del etileno y de su precueddicido 1-

aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), en el prazefe abscision de frutos de naranjo

‘Washington Navel’ y ‘Navel Ricalate’, respectivante.

14+ ) 4 114
- —o- +Etileno : —e- +ACC
Washington Navel o - Etileno Navel Ricalate o - ACC

12 T 112

10 110

Fuerzade retencion del fruto (kgf)

(46%) oynuy [9p UIOUSIDI Bp BZISNS

0 20 40 60 80 100 0 40 80 120 160 200
Tiempo de tratamiento (h) Tiempo de tratamiento (h)

Figura 12. A. Cinética de abscision de frutos de naranjo duwceéWashington Navel’ incubados en atmoésfera
saturada de etilen®) o en aire ¢). B. Cinética de abscision de frutos de naranjo dulceMavel Ricalate’

tratados con ACCe) 0 sin tratar ¢). Los valores son la media + ES de al menos t0drindependientes.

La disminucién en la fuerza de retencion del fr{f®) fue mas rapida en los frutos
tratados que en los no tratados, tanto en el erpatd con etileno (‘Washington Navel’)
como en el experimento con ACC (‘Navel Ricalat€pmo se puede observar en las
Figuras 12.Ay 12.B, a partir de las 24 h se producia una caida n#sticl de la FR en los
frutos tratados. En ambos casos, a las 48 h sezal@m valores de FR en torno a 4 kgf,
gue se corresponden con un estado muy avanzagwadelso de abscisién. Sin embargo,
en los frutos no tratados de ‘Washington NavelNgavel Ricalate’ se alcanzaban valores
de FR préximos a 4 kgf a las 96 h y a partir dell28 h, respectivamente. Por tanto, el
etileno y el ACC adelantan el inicio del proceso atescision de los frutos de ambas

variedades y aceleran su cinética de manera paéwticte analoga.
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3.3.2.Deteccion de lignina en la zona de abscision C

Con el fin de comprobar que, efectivamente, el ggocde abscision transcurre de
forma analoga en ambas variedades (‘Washington INgviNavel Ricalate’) bajo los
tratamientos descritos y comprobar, ademas, el mtnke activacion del proceso, se llevo
a cabo una tincion con phloroglucinol para detelgtateposicion de lignina en secciones
longitudinales de la zona de abscision C (ZAC).sT24 h de tratamiento con etileno o
ACC, se observd deposicion de lignina en la paetetral de la ZAC Kiguras 13.Ay
13.B). Por tanto, la activacién del programa de ab&aidiebe producirse antes de las 24 h
de tratamiento en ambos experimentos. A las 48thatlemiento, la coloracién se extendia
a lo largo de la ZAC. Estos resultados, que ilasetadesarrollo del proceso de abscision,
correlacionan con los datos de la cinética de algsc{Figuras 12.Ay 12.B).

B
Washington Navel Navel Ricalate

Tiempo de tratamiento con etileno (h) Tiempo de tratamiento con ACC (h)

0 24 48

CFI’HV;

Figura 13. A. Tincién con phloroglucinol para la deteccién dmina en la ZAC de frutos de ‘Washington Navel’
tras 0, 24 y 48 h de tratamiento con etildBoTincién con phloroglucinol para la deteccién dmina en la ZAC
de frutos de ‘Navel Ricalate’ tras 0, 24 y 48 h togamiento con ACC:------ = zona de abscisiona =
deposicion de lignina (phloroglucinol) en la ZAQ? § sépalos, DF = disco floral, CF = corteza defofr HV =
haces vasculares.

En base a estos resultados, se seleccionaron comospde muestreo para la
hibridacién de micromatrices 0, 12 y 24 h de tra¢zto con etileno.
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3.3.3. Caracterizacion morfolégica de la zona de abision C de los frutos

3.3.3.1. Caracterizacion morfolégica de la ZAC medinte microscopia electrénica
de barrido

Se utiliz6 la microscopia electrénica de barridoapaxaminar la morfologia de las
células de la ZAC de frutos de ‘Washington Navedst24, 48 y 96 h de tratamiento con
etileno fFigura 14).

Tras 24 h de tratamiento con etileno, se obsergllvamente la zona de abscision C
activada por el tratamientéigura 14.A). La imagen de mas aumentos mostraba que las
células de la ZAC contenian un material de natmsatmorfa que no contenian las células
parenquiméticas del cdliz y de la corteza del fiquie las rodean. La formacion de esta
materia amorfa podria ser el resultado del ini@tacacumulacion de residuos procedentes
de la disolucion parcial de la lamina media enclsas de separacion de la ZAC asi como
de la degradacion de las paredes celulares. A 8ak de tratamiento con etileno, se
producia la separaciéon efectiva entre las célutasadparte central de la ZAG-igura
14.B). En la imagen de mas aumentos, se podia obseovamayor claridad la materia
amorfa descrita a las 24 h debido al estado mawada de la degradacion de las paredes
celulares y se distinguia, ademas, una pérdidadsistencia de las células adyacentes a
las capas de separacion. Tras 96 h de tratamiemtcetileno, la separacion celular se
extendia a lo largo de la ZAC y se observaba exgamrelular en la parte proximal y distal
de la ZAC Figura 14.C). En la parte proximal, experimentaban expansaéncElulas del
tejido parenquimatic¢Figura 14.D), mientras que en la parte distal lo hacian lada®de

los haces vasculareBi§ura 14.E).
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Tiempo de
tratamiento con
etileno

24h

48h

96h

Figura 14. Morfologia celular de la zona de abscision C debf Imagenes de microscopia electrénica de lmarrid
de cortes longitudinaleg\( B y C) de la ZAC de frutos maduros de naranjo ‘Washingtavel’ tras 24 h4), 48

h B) y 96 h C) con etileno y del plano de fractura proxim| {ado del disco floral) y distaE{ lado del fruto)
tras 96 h con etileno. Las imagenes de mayor auntenestran las células de la zona de separacidgrasBd
mm, 100pm, 200um y 500um. ZAC = zona de abscisién C, CF = corteza debfrltF = disco floral, SP =

sépalos, HV = haces vasculares, P = parénquima.
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3.3.3.2. Caracterizacion anatdmicae la ZAC mediante microscopia Gptica

Se realizaron tres tinciones diferentes a pddicortes semifinos (alrededor d@rh
[PAS] y de 10/14um [phloroglucinol y Sudan IV] de espesor) de tejglee contenia la
ZAC con el objetivo de detectar los cambios anatémiique tienen lugar en la ZAC

durante el proceso de abscision.

La Figura 15 muestra los resultados de la tincion con acidodgeo y reactivo de
Schiff (PAS), que se utilizan para detectar canth@tios insolubles. Esta tincion permitio
distinguir las células de la ZAC gracias a questataumulan granulos de almidon en los
plastos. En l&igura 15 se pueden ver los granulos de almidén coloreadasjd a las 0,
24y 48 h de tratamiento con ACC. Tras 48 h dautn&nto, se observo la disolucion de las
paredes celulares asi como expansion y degenerdeidas células de la ZAGFigura
15.1). Ademas, esta tincion permitié distinguir dosadreelulares distintas dentro de las
aproximadamente 10-15 capas celulares que compangAC (Figura 15.G): un area
formada por células con apariencia meristematmeglizada en la parte proximal de la
ZAC (en contacto con las células de la médula delodfloral), y un area con células ricas
en granulos de almidén, localizada en la parteldis la ZAC (en contacto con las células
de la corteza del fruto). El analisis de las im&geonbtenidas sugiere que la linea de
separacién, donde se produce tanto la disolucidia ¢imina media como de las paredes
primarias, se localiza fundamentalmente en las &3as de células ricas en almidoén
adyacentes a la zona de apariencia meristematitzaZ#C (Figura 15.1). Sin embargo, la
expansion celular se observé en las 2-3 capasldiasé&on apariencia meristemética en

contacto con la zona de células ricas en almi#idu(a 15.1).
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Tiempo de tratamiento con ACC (h)

Figura 15. Tincion con PAS para carbohidratos insolublesad2AC de naranjo ‘Navel Ricalate’ a las®, D y
G), 24 B,EyH) y48h C, F el) de tratamiento con ACC. Las imagenes se tomavorias objetivos 4XA, B
y C), 10X O, EyF) y 40X G, H el). Barras: 50Qum, 200um y 50pum. Los recuadros eh, ByCyenD, Ey
F marcan el area aumentada con los objetivos 108X despectivamente. ZAC = zona de abscision C=CF
corteza del fruto, DF = disco floral, AM = areaudal con apariencia meristematica, AA = area celita en

almidon.

Por otra parte, se detect6 deposicién de cutina eAC gracias a la tincion con
Sudan IV Figura 16). A las 24 h de tratamiento con etileno se comemztetectar una
coloracion rojiza confinada a las capas de sepgarase la ZAC Figuras 16.B 16.Ey
16.H), que fue mas intensa a las 48-g(ras 16.C 16.Fy 16.1).
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Tiempo de tratamiento con ACC (h)

0 24 48

Figura 16. Tincién con Sudan IV para cutina de la ZAC de naraVashington Navel' a las ®( D y G), 24 B,
E yH)y48 h C, F el) de tratamiento con etileno. Las imagenes se tmmeon los objetivos 4XA, B y C),
10X O, EyF) y 40X G, H el). Barras: 50Qum, 200pum y 50pum. Los recuadros e, ByCyenD,EyF
marcan el area aumentada con los objetivos 10XX; #&spectivamente. ZAC = zona de abscision C, CF =

corteza del fruto, DF = disco florah = deposicion de cutina (Sudan 1V) en la ZAC.

Se llevo a cabo una tincién con phloroglucinol deaortes de alrededor de fién de
espesor de la ZAC con el objetivo de observar al mglular, y de forma mas precisa a la
descrita en el apartad3.2,la deposicidon de lignina en la ZAEiQura 17). A las 24 h de
tratamiento con etileno se observd una ligera ealén en la ZAC, mientras que a las 48 h
la intensidad de la coloracion aumentaba. Tal y comuestra laFigura 17.C, la
deposicion de lignina se producia exclusivamentk grarte de la corteza del fruto dentro
de la ZAC.
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Tiempo de tratamiento con ACC (h)

0 24 48
(a) ( U DR W oF ) : DF -
- ZAC : ZAC
ZAC i & ~ N
A A
CF CF e CF

Figura 17. Tincién con phloroglucinol para lignina de la ZA¥g naranjo ‘Washington Navel’ a lasA®)( 24 B)
y 48 h C) de tratamiento con etileno. Las imagenes se mmeon el objetivo 4X. Barras: 5Q0n. ZAC = zona
de abscision C, CF = corteza del fruto, DF = dftm@l, A = deposicion de lignina (phloroglucinol) en la ZAC

3.3.4. Expresion génica regulada por etileno en [zona de abscisién C y en la
corteza del fruto

Las micromatrices de cDNA de citricos se hibridazon RNA procedente de la zona
de abscision C y de la corteza del fruto con etiérestablecer los cambios secuenciales en
la expresion génica que se producian en ambosdgdokres durante las primeras 24 h de
tratamiento con etileno. La comparacién entre todisis de ‘time course’ llevados a cabo
en la ZAC y en la CF permitié descartar aquellosegeque aparecian en ambos analisis.
Los resultados de esta comparacién se muestraafagura 18. De los 21.081 unigenes
que contiene la micromatriz de cDNA del ProyectoGenomica Funcional de Citricos
(CFGP), el tratamiento con etileno regulo de forsignificativa la expresion de 4.281
unigenes en la ZAC y 3.743 en la CF. La cantidadgdees cuya expresion estaba

modulada por el etileno en ambos tejidos fue dé12.0
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Expresion génica regulada por etileno tras 12y 24 h de tratamiento

Zona de abscision del Corteza del fruto
fruto (3743 unigenes)
(4281 unigenes)

/1 N

Unigenes regulados Unigenes regulados Unigenes regulados
por etileno por etileno en la por etileno
exclusivamente en la ZACyen laCF exclusivamente en
ZAC laCF

Figura 18. Diagrama de Venn de los unigenes regulados peneten la zona de abscision C y en la corteza de

frutos de naranjo ‘Washington navel'.

Los Anexosl y 2 recogen el nivel de expresion en el tiempo ‘t’ cespecto al tiempo
‘0’ de los unigenes exclusivos de la ZAC y de la, @&spectivamente. Los unigenes

comunes a la ZAC y a la CF se recogen en el ABexo

3.3.5. Perfiles de expresion de los genes reguladosr etileno en la zona de

abscision C

Los 2.280 genes regulados por etileno en la ZA&gseparon en diferentes ‘clusters’
en funcién de los perfiles de expresion génica mbs®s. El algoritmo ‘k-means’ del
programa estadistico GEPAS permitié organizarrasscritos con una distribucion similar
en seis clusters distintos. EnHegura 19, los clusters 1, 2 y 3 representan los genes gue s
inducian en la ZAC durante el tratamiento con mtijemientras que los clusters 4, 5y 6
agrupan los genes que se reprimian. Concretaniestelusters 1 y 4 agrupan genes cuya
expresidn aumentaba o disminuia, respectivamenteantt las primeras 12 h de
tratamiento y luego se mantenia constante hastadlas Los clusters 2 y 5 representan
genes cuya expresion se mantenia constante haslta lade tratamiento y, a partir de las
12 h, aumentaba o disminuia, respectivamente. [Bou los clusters 3 y 6 agrupan genes

que presentaban induccién o represion ftransitoriallag 12 h de tratamiento,
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respectivamente. La anotacion de los genes deataster se puede consultar en el Anexo

1, asi como el valor de expresidn a cada tiempoadantiento.

CLUSTER 1 CLUSTER 2 CLUSTER 3

CLUSTER 4 CLUSTER 5 CLUSTER 6

Relacién de expresién [log2(ZAC{/ZAC()]

[(0owzPovz)260]] ugisaidxe ap ugloe|sy

1 1 11 1 11 1 1
0 12 24 0 12 24 0 12 24

Tiempo de tratamiento con etileno (h)

Figura 19. Clasificacion en clusters de los genes reguladwsefleno en la ZAC. El valor de la relacion de
expresion [log(ZAC/ZAC,)] que se asignd para el tiempo 0 h fue de ‘O'celo$ los casos.

3.3.6. Clasificacion funcional de los unigenes relgulos por etileno en la zona de

abscisién C y en la corteza del fruto

En la mayor parte de las categorias funcionalesSMéguladas por el tratamiento con
etileno, el porcentaje de unigenes fue superiolae@AC que en la CF (ver listado
completo de categorias MIPS de la ZAC y de la Closinexost y 5). Las categorias de
‘energia’, ‘procesamiento del DNA vy ciclo celulattanscripcion’, ‘sintesis de proteinas’,
‘proteinas de union’, ‘biogénesis de componentdslaes’ y ‘localizacion subcelular’
fueron las que mostraron mayores diferencias emtgos tejidosTabla 4). El porcentaje

de unigenes asignados a la categoria de ‘metalwlisaultd ser muy similar en ambos
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tejidos, aunque, las subcategorias ‘metabolismoazigcares, glucésidos, polioles y
carboxilatos’ y ‘metabolismo de polisacaridos’ mastn un porcentaje de regulacién
considerablemente mayor en la ZAC. Asimismo, lacatdgoria ‘transporte vesicular’
presentd diferencias importantes en cuanto al niimerunigenes regulados por el etileno
en la ZAC (20 unigenes) y en la CF (12 unigenedendiendo a la categoria de
‘localizacion subcelular’, las subcategorias derépacelular’, ‘vesiculas de transporte
intracelular y ‘proteinas de secrecidn/extracefda presentaron un porcentaje de

regulacion mayor en la ZAC que en la CF.

El porcentaje y el nimero de unigenes de la ZAG yadCF asignados al resto de

categorias MIPS se puede consultar en el ABexo

Tabla 4. Clasificacion en categorias funcionales MIPS deunigenes regulados por etileno en la ZAC y en la
CF. Se muestra el porcentaje (calculado a partitadal de unigenes de la ZAC o de la CF asignaadas
diferentes categorias MIPS) y el niumero de unigeségnados a las categorias funcionales que patsant
diferencias relevantes entre la ZAC y la CF.

Zona de abscision C Corteza del fruto

e T o P N
Metabolismo 10.76 462 10.98 349
R &%?)z(:;st(rgddeeccarbohl,dratos y 410 176 4.06 129

glucssidos, poiles y sarboxiatos 247 106 L95 62

- Metabolismo de polisacéaridos 0.68 29 0.35 11
Energia 1.44 62 1.16 37
Procesamiento del DNA vy ciclo celular 2.35 101 1.86 59
Transcripcion 4.19 180 3.52 112
Sintesis de proteinas 1.77 76 1.45 46
Proteinas de unién 12.91 554 12.59 400
Transporte celular 4.47 192 4.72 150
- Transporte vesicular (Golgi, etc.) 0.47 20 0.38 12
Biogénesis de componentes celulares 2.61 112 2.20 70
Localizacion subcelular 19.45 835 18.47 587
- Pared celular 0.77 33 0.53 17
- Vesiculas de transporte intracelular 0.26 11 0.13 4
- Proteinas de secrecion/extracelulares 0.19 8 0.13 4
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3.3.7. Clasificacion funcional de los unigenes relqgos por etileno

exclusivamente en la zona de abscisién C

Los genes que fueron regulados durante el trataong@m etileno exclusivamente en
la ZAC se agruparon en diferentes categorias faatés MIPS Figura 20). Las categorias
que presentaron mayor ndmero de genes, tanto owhioctomo reprimidos, fueron:
‘proteinas sin ort6logo efrabidopsis ‘proteinas sin clasificar’, ‘localizacion suboér’,
‘proteinas de unién’, ‘plegamiento, modificaciondgstino de proteinas’, ‘transcripcion’,

‘transporte’ y ‘metabolismo’.

Proteinas sin clasificacién MIPS para el ortélogo de Arabidopsis
Proteinas sin ortélogo en Arabidopsis

Proteinas sin clasificar

Localizacion subcelular

Biogenésis de componentes celulares

Desarrollo

Destino celular

Interaccion sistémica con el medio ambiente
Interaccién con el medio ambiente

Defensa

Transduccién de sefial/Comunicacion celular
Regulacién del metabolismo y la funcién de proteinas
Proteinas de unién

Plegamiento, modificacién y destino de proteinas
Sintesis de proteinas

Transcripcion

Procesamiento del DNA y ciclo celular

Transporte celular

Energia

Metabolismo

-400 -300 -200 -100 O 100 200 300 400

N° unigenes asignados a una categoria MIPS

Figura 20. Distribucion en categorias funcionales MIPS de uUofgenes regulados por etileno en la ZAC de

naranjo ‘Washington Navel’ tras 12 h y/o 24 h detamiento. Los valores positivos y negativos eedeala

indican el nimero de unigenes inducides)y reprimidos =) en la ZAC, respectivamente.

Por otra parte, las categorias que mostraron magiferencias entre el nimero de
genes inducidos y reprimidos fueron: ‘metabolismehergia’, ‘defensa’, ‘sintesis de
proteinas’, ‘plegamiento, modificacion y destino piteinas’ y ‘proteinas de union’,
siendo mayor la cantidad de genes inducidos etrdéasprimeras categorias y de genes

reprimidos en las tres siguientes.

A continuacion, se exponen los resultados de lasgodas funcionales mas
representativas del analisis realizado en el ptesmpitulo.
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En relacion a la categoria de ‘metabolismo’, elert indujo la expresion de 248
unigenes y reprimié la expresion de 214 unigened.yTcomo se ha comentado en el
apartado 3.3.6 las subcategorias ‘metabolismo de azlcares, gjtlms) polioles y
carboxilatos’ y ‘metabolismo de polisacaridos’ nnasbtn un nivel de regulacion superior
en la ZAC en comparacion con los resultados ddisssi&n la CF. La separacion celular
asociada a los ultimos pasos del proceso de afis@siconsecuencia de la disolucion de la
lamina media y de la degradacioén de la pared pi@mnarimplica una reorganizacion de los

polisacaridos que componen la pared.

Como se observa en Teabla 5, el tratamiento con etileno reguld la expresién de
varios genes que codifican proteinas relacionadadac modificacion de la pared celular.
Una parte importante de estas familias de hidrelasatenian tanto genes que se inducian
como genes que se reprimian en la ZAC, sin embatgas familias estaban formadas sélo
por genes inducidos o por genes reprimidos. La mpgate de los genes inducidos se
agrupaban en los clusters 1 y 2, es decir, o hiereataba su expresion hasta las 12 h y se
mantenia constante hasta las 24 h o bien aumeatphéir de las 12 h. Sin embargo, la
mayor parte de los genes reprimidos pertenecialuster 6, es decir, mostraban represion
transitoria a las 12 h de tratamiento con etiléks, dentro del cluster 1 se agruparon una
B-galactosidasa B(GAL; C31401H10), una xiloglucano endotransglicasdd (XTH;
ICOAAA99CHO05), una poligalacturonasa (PG; ICOAAAIST2), una pectin metilesterasa
(PME; ICOAAA40DFO03) y una expansina (EXP; KNOAAQ1Y®. Por otra parte, dos
PGs (ICOAAAB5AB02 y ICOAAA67DG09), una pectato kaéPL; ICOAAALS5AF11), una
PME (C32102B03), una celulasa (CEL; C21007H10), && (ICOAAA14BDO0O4 y
C02006G07) y ung-glucosidasa (ICOAAALCBO06) seguian el perfil de rgin del
cluster 2. Dentro del cluster 3, se encontrabanP@ (C01018A12) y ung@-manano
hidrolasa (C04002G09). En cuanto a los genes oglados con la modificacién de la pared
celular que se reprimian durante el tratamientoeatid@no, una XTH (C02023G10), una PL
(C03011D06), dos PME (C05807A09 y C01011HO09) y pragucosidasa (C31007D10) se
anotaron en el cluster 4. El Gnico gen agrupadel eluster 5 (C01009B04) codificaba una
XTH. En el cluster 6 quedaron agrupados los ressagénes reprimidos, que codificaban
una B-GAL (C31805H10), una PG (CO3009EO03), dos pectirtilmsterasas (PAE;
KNOAAP13YN19 vy C€C02003B05), tres xilosidasas (C02D28, C05075C1l1 vy
ICOAAA75AAL0), unap-manano hidrolasa (CO3004EQ7) y una PME (C08033H07)
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Tabla 5. Unigenes relacionados con el metabolismo de ltisgudridos de la pared celular regulados por el
etileno exclusivamente en la ZAC. Junto a cadaamise muestra el nivel de expresion a las 12 y 24 h
tratamiento con etileno con respecto a las 0 h fgZAC/ZAC,)]. - = No se produjo cambio significativo en la

expresion entre el tiempo ‘t' y el tiempo ‘0’ endAC.

Posible ortélogc

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
B-galactosidasas
C31401H10 Beta Galactosidase-like protein  \ra554440 071 0.95 1
[Ricinus communjs
Beta-D-galactosidase
C31805H10 [Prunus persich AT4G36360 -1.59 - 6
Xiloglucano endotransglicosilasas
Probable xyloglucan
ICOAAAQ9CHO5 endotransglucosylase/hydrolase - xry 35179 1.07 1.03 1
protein 30 precursor
[Actinidia delicios
Xyloglucan
C02023G10 endotransglucosylase/hydrolase 4 ATAG03210 -1.55 -2.33 4
[Actinidia delicios
Xyloglucan
C01009B04 endotransglucosylase/hydrolase AT5G65730 - -0.88 5
[Gossypium hirsutum]
Poligalacturonasas
Glycoside hydrolase family 28
ICOAAAL9CAO2 protein / polygalacturonase  sr3:57799 0.88 0.95 1
(pectinase) family protein
[Arabidopsis thalianh
ICOAAAS5ABO2 Polygalacturonase-like protein 354805 0.58 0.63 2
[Ricinus communjs
ICOAAABTDGO9 Polygalacturonase AT2G43870 0.42 2.34 2
[Pyrus communjs
Polygalacturonase-like protein
CO01018A12 [Ricinus commuris AT3G61490 1.02 - 3
CO3009E03 Putative polygalacturonase  \r4c53800 158 - 6
[Ricinus communjs
Pectato liasas
ICOAAAL5AF11 Pectate lyase AT1G67750 0.81 2.66 2
[Gossypium hirsutun
C03011D06 Probable pectate lyase 22 precursol\ 563180 0,86 -0.80 4
[Ricinus communjs
Pectin metilesterasas
ICOAAA4ODFO3 Pectin methylesterase-like protein 1569949 .71 0.71 1
[Arabidopsis thalianh
C32102B03 Pectinesterase family protein ) 1549760 - 141 2
[Arabidopsis thalianh
C05807A09 Pectin methylesterase AT4G33220  -3.13 -2.57 4
[Ricinus communjs
C01011H09 pectin methylesterase AT5G53370  -2.15 -2.90 4
[Pyrus communjs
C08033H07 Pectin methylesterase precursor AT1G11580 230 0.88 6

[Ricinus communjs
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Tabla 5 (continuacion de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h Cluster
Pectin acetilesterasas
KNOAAP13YN19 Pectin acetylesterase AT5G26670 -0.72 - 6
[Ricinus communjs ’
C02003B05 Putative pectinacetylesterase AT5G26670 157 R 6
[Arabidopsis thalianh )
Celulasas
C21007H10 Acidic cellulaseCjtrus sinensik AT4G02290 - 4.15 2
Expansinas
KNOAAQ1YGO9 Expansin-like protein B AT4G17030 1.69 1.40 1
[Oryza sativa Japonica Grolip
ICOAAA14BD04 Expansin precursor AT2G40610 - 3.01 2
[Citrus sinensik :
C02006G07 ExpansirGlycine mak AT1G20190 - 0.75 2
B-glucosidasas
ICOAAALCBO6 Putative beta-glycosidase AT2G44480 - 0.62 2
[Solanum lycopersicum ’
€31007D10 P“[‘gtig’iifset; r?q';‘:u"n?'sdase AT5G20950 -0.59 -0.55 4
Xylosidasas
Beta-xylosidase
C02024D10 [Arabidopsis thalianh AT1G78060 -0.63 - 6
Alpha-xylosidase . R
C05075C11 [Arabidopsis thaliank AT1G68560 0.98 6
Beta-xylosidase
ICOAAA75AAL10 [Arabidopsis thaliank AT5G20950 -0.99 - 6
Endo-1,4$-manosidasa
(1-4)-beta-mannan endohydrolase R
C04002G09 precursor Coffea arabich AT1G68560 1.41 3
CO3004E07 Mannan endo-1,4-beta-mannosidase AT5G66460 144 : 6

[Cucumis melp

Ademas de regular genes que codifican enzimasdeagds en la hidrélisis de la pared
celular, el etileno reguld la expresién de genéacienados con la biosintesis de la pared
celular Tabla 6). Excepto una celulosa sintasa (ICOAAA5DG11) y vamnosa sintasa
(KNOAAI3AD11), que se reprimieron transitoriameiatéas 12 h de tratamiento, el resto de
genes de este tipo se indujeron en la ZAC. Asinda@eron dos celulosas sintasas, una de
forma transitoria a las 12 h de tratamiento (C1&I13) y otra a las 24 h (C05070F01), y
una UDP-glucosa-4-epimerasa (C31108G08) y dos neamsmasas (ICOAAAL6BHO3 y
ICOAAA99ADO02) también a las 24 h.
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Tabla 6. Unigenes relacionados con la biosintesis de mdlis#os de la pared celular regulados por el etilen
exclusivamente en la ZAC. Junto a cada unigen sstrauel nivel de expresion a las 12 y 24 h derr&nto con
etileno con respecto a las 0 h [M=IGGAC/ZACy)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdaséntre

el tiempo ‘t' y el tiempo ‘0’ en la ZAC.

s Posible ortélogo
ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h Cluster

Cellulose synthase-like protein D4

C05070F01 [Populus tremuloidds AT3G03050 - 0.68 2
UDP-glucose 4-epimerase
C31108G08 [Solanum tuberosum AT4G10960 - 0.95 2
ICOAAALG6BHO3 ATCSLAO02; mannan synthase/ transferase AT5G22740 R 147 2
[Arabidopsis thalianh
ICOAAA9ADO2 ATCSLAO02; mannan synthase/ transferase AT5G22740 R 136 2
[Arabidopsis thalianh
Putative cellulose synthase
C16012C03 [Ricinus commuris AT4G24010 1.82 - 3
ICOAAASDG11 Cellulose synthase A catalytic subunit 6  \rz~yc10 1.74 R 6

[Ricinus communjs

RHM1 (RHAMNOSE BIOSYNTHESIS
KNOAAI3AD11 1); UDP-L-rhamnose synthase AT1G78570 -0.52 - 6
[Arabidopsis thalianh

En relacién al metabolismo de la lignina, el etleregul6 la expresién de 6 genes
integrados en la ruta de biosintesilfla 7). Una fenilalanina amonio liasa (PAL;
C02002A11) y una cinamoil-CoA reductasa (CCR; C3UB) se inducian durante las
primeras 12 h de tratamiento y mantenian el nieelegpresion hasta las 24 h, una 4-
cumarato-CoA ligasa (4CL; C31504D07) se inducia aa P4 h y una lacasa
(ICOAAA50DGO04) se inducia de forma transitoria a k2 h. Mientras que 2 genes de la
familia de las O-metiltransferasas del acido café@€OMT) se reprimian, uno a las 24 h de
tratamiento (C05133H01) y otro de forma transitarias 12 h (C03007H04).

Por otra parte, dos unigenes relacionados condsirtiesis de cutina, una esterol
desaturasa (C02002B06) y una glicerol-3-fostattiransferasa (C31604E03), se inducian
en la ZAC a las 12 y a las 24 h de tratamientoatdeno, respectivament@gbla 7). Sin
embargo, un unigen correspondiente a otra estezshtdrasa (ICOAAA51DG12) se
reprimia a las 12 h de tratamiento con etileno &ZAC. La induccién de dos genes
relacionados con la biosintesis de cutina correfedia con la deposicion de cutina
observada en cortes de la ZAC a las 24 y 48 hatientiento Figura 16).
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Tabla 7. Unigenes relacionados con la biosintesis de lagide cutina regulados por el etileno exclusivamen
en la ZAC. Junto a cada unigen se muestra el dizedxpresion a las 12 y 24 h de tratamiento cdeneticon
respecto a las 0 h [M=Ie@AC/ZAC)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdasentre el tiempo ‘t’

y el tiempo ‘0’ en la ZAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h Cluster

Biosintesis de lignina

C02002A11 Phenylalanine ammonia-lyase AT3G10340 2.33 1.22 1
[Canarium alburh

Cinnamoyl-CoA reductase-like protein
C34205C03 [Ricinus commuris AT4G30470 0.94 1.39 1
C31504D07 4-coumarate-CoA ligase-like AT4G19010 - 1.00 2
[Populus trichocarph

ICOAAA50DG04 Laccase IIHortaea acidophild AT4G39830 0.87 - 3

C05133H01 Caffeic ac_id 3—O—methyltransferase AT5G54160 ) 0.87 5
[Citrus aurantiun

C03007H04 Caffeic acid 3-O-methyltransferase AT5G54160 0.75 R 6
[Coffea canephoia

Biosintesis de cutina

C31604E03 Glycerol-3-phosphate acyltransferase 4 AT4G00400 } 250 2

[Vernicia fordii

Sterol desaturase; CER3
C02002B06 (ECERIFERUM 3) AT5G57800 1.40 - 3
[Arabisopsis thaliang

Sterol desaturase; CER1
ICOAAA51DG12 (ECERIFERUM 1) AT1G02205 -0.58 - 6
[Arabisopsis thaliang

Utilizando HPLC acoplada a espectrometria de masadetectd un aumento en los
niveles de algunos componentes de la ruta de sitesignina en células de la ZAC tras el
tratamiento con etilend={gura 21). Como se observa en Fagura 21.A, se produjo un
incremento significativo de acido cumarico en laZ#as 12 h de tratamiento con etileno.
Este aumento en la cantidad de &acido cumarico doepafiado por un aumento en la
cantidad de acido cafeico y ferllico, compuestos ga sintetizan a partir del &cido
cumarico. Los niveles altos de acido cafeico ylfeolse mantuvieron desde las 12 h hasta
las 36 h de tratamientdiguras 21.By 21.C). La deteccion de estos analitos en la ZAC
activada por etileno correlaciona con los datogxjgesion asociados a la biosintesis de
lignina (Tabla 7) y con la deposicion de lignina observada tray 28 h de tratamiento
(Figuras 13y 17).
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Figura 21. Cuantificacién de compuestos de la ruta de biesintde la lignina mediante HPLC acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) en tejido adiseccionado de la ZAC tras 0, 12, 24 y 36 h de
tratamiento con ACCA. Medida de la cantidad de acido cumérico expresamlang por mrh de tejido
microdiseccionado.B. Medida de la cantidad de &cido cafeico expresagang por mm de tejido
microdiseccionado.C. Medida de la cantidad de &cido ferllico expresatia ng por mrh de tejido

microdiseccionado.

Un nimero importante de los unigenes asignadoscatégoria ‘proteinas de union’
fueron agrupados en la subcategoria ‘preoteinamiuim a proteina’. Laabla 8 recoge
algunos de estos unigenes, que codifican, printipale, proteinas de ubiquitinacién y
degradacion de proteinas via proteasoma. Concretamestos unigenes codificaban 17
proteinas que conjugan ubiquitina (proteinas Ely E3), 4 poliubiquitinas y 9 proteinas

del proteasoma.
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Tabla 8. Unigenes relacionados con la ubiquitinacién ydgredacion de proteinas via proteasoma regulados po
el etileno exclusivamente en la ZAC. Junto a cadgem se muestra el nivel de expresion a las 12 h 2e
tratamiento con etileno con respecto a las 0 h fg£ZAC/ZAC,)]. - = No se produjo cambio significativo en la

expresion entre el tiempo ‘t' y el tiempo ‘0’ endAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h Cluster
Proteinas E1
Ubiquitin activating enzyme E1
C32106B08 [Nicotiana tabacuih AT2G30110 - -0.82 5
Proteinas E2
C04035F10 Ubiquitin carrier protein 4 AT5G41340 114 0.82 1
[Ricinus communjs
Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 R
34110803 kDa 10/12 Arabidopsis thalian AT1G64230 0.85 8
Putative ubiquitin carrier protein
KNOAAA1DEO4 [Ricinus commuris AT1G50490 -1.96 -1.64 4
C20006C06 Ubiquitin conjugating enzyme AT5G50870 - -0.76 5
[Ricinus communjs
Proteinas E3
C06022A03 U-box proteirdapsicum annuum AT3G52450 0.60 0.74 1
ICOAAA47CFO3 RING-H2 finger protein AT3G60220 116 0.93 1
[Arabidopsis thalianh
C08033H03 RING-H2 finger protein ATLAM AT4G35840 0.75 0.73 1
[Ricinus communjs
ICOAAA11BB03 ~ RING/CSHCA/PHD zinc finger-ike  \15557450 0.74 0.68 1
protein [Cucumis melp
RING/U-box superfamily protein R
KNOAAQ4YDO04 [Arabidopsis thaliank AT3G09760 0.72 2
OSJINBa0076N16.22 protein
ICOAAA65CC10 [ARIADNE 8 (ARI8)] [Oryza sativh AT1G65430 - 0.64 2
ICOAAAL6DBOL RING-H2 subgroup RHE protein  x 13614750 0.90 - 3
[Populus tremula x Populus alpa
Zinc finger (C3HC4-type RING finger)
C08015H05 protein-like Vitis vinifer AT1G11020 - -0.69 5
C07006D03 RING-H2 zinc finger protein RHA2a  a11G15100 - -1.57 5
[Arabidopsis thalianh
€34009C07 Zinc finger (C3HCA-type RING finger) 13655530 - -1.19 5
family protein JArabidopsis thalianh
CO5069A02 Zinc finger (C3HCA-type RING finger) - 511553940 -0.65 . 6
family protein Arabidopsis thalianh
C02003A07 RING-H? finger protein ATL2C AT4G30400 -1.02 - 6
[Zea mayk
Poliubiquitinas
C08010E08 PolyubiquitirNaegleria grubefji AT5G20620 - 0.74 2
C31302F04 PolyubiquitinHicinus communjs AT1G31340 -1.12 -1.41 4
CO08008E05 PolyubiquitinrHevea brasiliensis AT4G05320 -0.68 -0.71 4
C08012F03 PolyubiquitinNaegleria grubeii AT5G20620 -0.64 - 6
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Tabla 8 (continuacion de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h Cluster

Proteinas del proteasoma

C32003H11 268 protease regulatory subunit 7. 11 o475 071 0.70 1
[Lactuca sativh

C31204B08 Putative 26S proteasome regulatory AT2G20580 0.62 } 3

subunit S2 Qryza sativy

Probable 26S proteasome non-
C02019C08 ATPase regulatory subunit 3 AT1G20200 -0.83 -0.84 4
[Ricinus communjs

Proteasome beta subunit PBG1

C34202H02 [Arabidopsis thaliank AT1G56450 -1.22 -1.26 4
CO8026E11 Proteasome subunit beta type 6 74531300 -1.04 133 4
precursor Ricinus communjs
Proteasome subunit beta type 7-B
C32005C04 precursor Ricinus commuris AT5G40580 -0.66 -0.72 4
€04019C04 26S proteasome subunit P45 s 14659049 -0.79 - 6
[Medicago truncatulh
ICOAAA32AFOG Putative 26S proteosome regulatory AT5G16930 054 } 6

subunit Arabidopsis thalianh

26S proteasome non-ATPase
C04013H02 regulatory subunit AT5G23540 -0.59 - 6
[Ricinus communjs

El etileno, ademas de regular genes relacionadnslaca@legradacion de proteinas,
provocé cambios en la expresion de genes implicadda sintesis de proteinas. Tabla
9 muestra unigenes relacionados con proteinas ntales (45), aminoacil-tRNA sintasas
(6), factores de iniciacion (9), factores de elai@a (3) y factores de terminacion de la

traduccién (1), que aparecieron alternativamerttadidos o reprimidos en la ZAC.

Tabla 9. Unigenes relacionados con la sintesis de protegtasgados por el etileno exclusivamente en la ZAC.
Junto a cada unigen se muestra el nivel de expresid@s 12 y 24 h de tratamiento con etileno cepeeto a las 0

h [M=log,(ZAC/ZACy)]. - = No se produjo cambio significativo en la expbesentre el tiempo ‘t' y el tiempo ‘0’
en la ZAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
Proteinas ribosomales

C08023B04 L19Zea mayb AT1G02780 1.5 2.51 1
C31206D06 L3 Ribosomal proteiRicinus communjs AT1G61580 0.90 0.93 1
KNOAAQ6YM10 Ribosomal protein L4Heliothis viresceris AT3G09630 1.85 1.87 1
C06016D11 60S ribosomal protein L37 AT3G16080 074  1.03 1

[Penicillium marneffdi
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Tabla 9 (continuacion de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
Proteinas ribosomales
C08005B06 60S ribosomal protein L13a AT3G24830 136 093 1
[Cyanophora paradoXa
40S ribosomal protein S13
ICOAAAB5CGO7 [Georissus SPAPV-2005] AT4G00100 0.84 0.87 1
C31201D09 Ribosomal protein L2Trfticum aestivurh AT1G09590 - 0.58 2
Ribosomal protein PO
ICOAAAT2ACO8 [Sclerotinia sclerotiorumi980] AT3G09200 ) 055 2
€34209C12 Putative ribosomal protein 17 AT1G49400  0.75 - 3
[Arabidopsis lyrata
C08001G12 Putative 60S ribosomal protein AT3G24830 111 - 3
[Arabidopsis thalianh
40S ribosomal protein S2
C31205C06 [Phytophthora infestan&30-4] AT3G57490 0.62 - 3
ICOAAA37AG08 60S ribosomal protein L1R{cinus communjs AT5G60670 0.76 - 3
C02026H07 60S ribosomal protein L3ditjs viniferd AT1G26880 -0.88 -0.77 4
C31403A06 40S ribosomal protein S13-1 ATAG00100  -0.92  -0.54 4
[Solanum tuberosum
C06018F06 40S ribosomal protein SE8dinus communjs AT5G18380 -0.92 -0.85 4
C31200C02 60S ribosomal protein ®i¢inus communjs AT5G39740 -1.18 -1.22 4
C34005H02 408 ribosomal protein S10-like AT5G52650 072 075 4
[Ricinus communjs
C20007B11 40S ribosomal protein S19Ridinus communjs AT5G61170 -0.68 -0.56 4
C31602A12 60S ribosomal protein L3di¢otiana tabacu AT1G26880 - -1.49 5
C06012D09 60S ribosomal protein LZBriticum aestivurh AT3G04400 - -0.98 5
CO6020E05 Putative ribosomal-protein S6 kinase-like protein  \ra~5a751 R 085 5
[Solanum lycopersicum
CO05801H12 60S ribosomal protein L3T@apsicum chinenge  AT3G10950 - -1.29 5
C32202E05 60S acidic ribosomal proteffignus dulcig AT3G44590 - -0.71 5
C08004D06 40S ribosomal protein SN&ggleria grubedi AT4G09800 - -0.77 5
ICOAAA16AHO4  40S ribosomal protein S15Aifabidopsis lyratd AT4G29430 - -0.5 5
C06018E09 Ribosomal protein SZ%ep mayk AT4G33865 - -0.79 5
C16013G06 40S ribosomal protein SE8dinus communjs AT5G18380 - -0.70 5
C31806G03 Putative 50$ ribqsoma! protein L33 AT5G18790 R 1 5
[Arabidopsis thalianp
C04033G07 Ribosomal protein L7Ae-likRifinus communjs AT5G20160 - -1.11 5
C32202G10 Ribosomal protein !_36 family protein AT5G20180 : 051 5
[Arabidopsis lyratd
ICOAAA5BDO08 60S ribosomal protein L€ucumis melp AT1G33140 -0.55 - 6
C31208A12 Ribosomal protein L&{cinus commun]s AT1G43170 -1.04 - 6
ICOAAA7BC12 60S ribosomal protein L2Z¢a mayk AT1G57660 -0.50 - 6
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Tabla 9 (continuacion de la pagina anterior).

Posible ort6logo

ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h  Cluster
Proteinas ribosomales
C02013D08 60S ribosomal protein L27a-2 AT1G70600 -0.91 - 6
[Ricinus communjs
C02021E06 60S ribosomal protein L6 AT1G74050 -0.81 - 6
[Ricinus communjs
60S ribosomal protein L7
C34101G08 [Ricinus commuris AT2G01250 -1.13 - 6
ICOAAA39AAOS 40S ribosomal protein S14-3 AT3G52580 -0.62 - 6
[Ricinus communjs
ICOAAALSBH10 60S ribosomal protein L.24 AT3G53020 -0.76 - 6
[Ricinus communjs
€32201G11 60S ribosomal protein L38 AT3G59540 -0.98 - 6
[Ricinus communjs
C06022C03 Ribosomal protein L3Rifinus communjs AT4G18100 -0.75 - 6
40S ribosomal protein S1-like protein ) )
C31102B12 [Glomerella graminicolaVi1.001] ATAG34670 076 6
40S ribosomal protein S17
C32201D12 [Ricinus commuris AT5G04800 -0.76 - 6
€31107C05 40S ribosomal protein S6-1 AT5G10360 -1.01 - 6
[Ricinus communjs
C08031B08 60S ribosomal protein L10A AT5G22440 -0.83 - 6
[Arabidopsis thalianh
CO8010F11 60S acidic ribqsoma_ll prot_ein P1 (RPP1C) AT5G47700 0.62 ) 6
[Arabidopsis thalianh
Aminoacil-tRNA sintetasas
ICOAAAS3DGO3 ThreonyRNA synthetaseRjcinus AT5G26830 0.61 0.76 1
communib
CO6005E06 Tyrosyl-tRNA synthetaseNicotiana AT2G33840 112 } 3
tabacunj
C31001F04 Asparaginyl-tRNA synthetase AT5G56680 0.69 - 3
[Arabidopsis thalianh
€02004C11 Glycy-RNA synthetase IHicinus AT1G29880 -0.97 ; 6
communib
Putative tyrosyl-tRNA synthetase
C05057C04 [Ricinus commuris AT3G02660 -0.63 - 6
C03011H07 Aspartatel——FRNA ligase-like protein ATAG31180 056 ) 6
[Ricinus communjs
Factores de iniciacion
ICOAAASODEQS Putative Franslatlonl |n|t|at|or) factor elF-2B AT2G34970 ; 118 2
epsilon subunitQucumis melp
CO1020H11 Eukaryotic initiation factor subunit AT5G25780 ) 0.62 2
[Ricinus communjs
C08028C09 Eukaryotic translation initiation factor 3 AT3G56150 0.95 ) 3

subunit 8 Arabidopsis thalianh
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Tabla 9 (continuacion de la pagina anterior).

Posible ort6logo

ID Descripcion deA. thaliana M 12h M 24h  Cluster

Factores de iniciacion

C08010C12 Eukaryotic translation initiation factor 5A- 14 ~1a9e0 071 071 4

2 [Ricinus communjs

C02020A09 Probable eukarygtlic translation initiation AT1G77840 ) 065 5
factor 5-2 Ricinus communjs

C20002F11 eif-1aRicinus commun]s AT2G04520 - -0.77 5

Putative translation initiation factor elF-2B
C05146B05 alpha subunit4rabidopsis thalianh AT2G05830 . 077 5
C07002C11 Protein translation factor SUI1 homolog 14557130 ) 0.95 5
[Salix bakkd

C05801D12 Initiation factor 3gArabidopsis thalianh AT3G11400 -0.8 - 6

Factores de elongacion

C01018H10 EF-1-alpha-related GTP-binding protein,  sr) 18470 -1.56 -1.23 4
putative Arabidopsis thalianh

C34106A03 Putative elongation factorZef mayk AT3G08740 -0.61 - 6

KNOAAA3BHO04 Elongation factor 1-alph&fa maybk AT5G60390 -0.91 - 6

Factor de terminacion

€32102G01 Peptide chain release factor AT1G33330 -0.53 052 4

[Ricinus communjs

La Tabla 10 agrupa proteinas de unién a proteina relacionemtasa modulacion de

la actividad enzimatica y la sefializacion. Se poedeservar 30 unigenes asociados a

proteinas de tipo quinasa, 20 unigenes que codifieeeptores de tipo quinasa, 4 unigenes

asociados a proteinas con repeticiones ricas em&(proteinas LRR) y 14 unigenes que

codifican proteinas de tipo fosfatasa. Como serghsen laTabla 10, el etileno provocé

tanto inducciéon como represién en relacion a gstede proteinas.

Tabla 10. Unigenes relacionados con la sefializacion regslado el etileno exclusivamente en la ZAC. Junto a

cada unigen se muestra el nivel de expresion aZag 24 h de tratamiento con etileno con respedas & h

[M=logx(ZACJ/ZAC,)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdeséntre el tiempo ‘t" y el tiempo ‘0’

en la ZAC.
L Posible ortélogo
ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
Quinasas
KNOAAPAYO15 CBL—|nyeract|ng lstlenne/threomne—protem AT3G17510 0.60 0.83 1
kinase 1 Ricinus communjs
C06016D07 Mitogen-activated protein kinase AT5G58350 245 268 1

[Ricinus communjs
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Tabla 10 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
Quinasas
C01005C12 Mitogen-activated protein kinase AT5G58350 160 155 1
[Ricinus communjs
CO4022A06 Senne/threomne—prqtem kinase AtPK19 AT3G08720 1.02 0.93 1
[Arabidopsis lyrata
ICOAAA43BHO9 CaIC|um—deper_1d_ent protein kinase CDPK1444 AT2G17890 0.51 0.51 1
[Ricinus communjs
CO7006H03 Auxm—'regulated dual specmcny cytosolic AT1G72540 0.57 0.63 1
kinase Bolanum lycopersicum
C03006G07 MAP kinase Bfassica napus AT3G18040 - 1.00 2
ICOAAA94ADO9 Protein kinase-like protei®]ycine mak AT5G02070 - 1.15 2
ICOAAA15AF04 Protein kinase-like protei®[ycine mak AT5G02070 - 1.35 2
ICOAAAL1BCIL Putative mitoggn—activated protein kinase 1 AT4G08500 0.67 ) 3
[Ricinus communjs
ICOAAA2CD12 Serine/threonine kinasRifinus communjs AT5G01810 1.13 - 3
C20001A08 Putative serlr)e/threonlne protein kinase AT5G01020 123 } 3
[Ricinus communjs
ICOAAAL1BCIL Putative mitogen-activated protein kinase 1 AT4G08500 0.67 ) 3
[Ricinus communjs
ICOAAA66CB04 MAP kinaseRicinus communjs AT3G18040 0.60 - 3
C08006D01 Serine/threrAnine—protein kinase MHK AT4G13020 1.45 ) 3
[Ricinus communjs
Similarity to protein kinase
C31502A04 [Arabidopsis thalian AT5G63940 0.69 - 3
Serine/threonine-protein kinase NrkA
C31208F02 [Trypanosoma brucei gambienBAL972] AT3G63280 0.84 . 3
ICOAAAS7DAL0 Shaggy-related protein kinase dzeta AT2G30980 099  -0.78 4
[Arabidopsis thalianh
C06023D06 Histidine kinas®[cinus communjs AT1G27320 -0.97 -0.87 4
C18019F11 Wall-associated kinaseRicjnus communjs AT1G21210 -1.17 -1.07 4
C31505G04 Protein klnfaseACkZ regulatory subunit 2 AT5G47080 R 058 5
[Nicotiana tabacuh
C31102E06 Protein-serine/threonine kinase AT5G15730 R 053 5
[Nicotiana tabacur
C08021H09 Protein kinase [Nicotiana tabacum] AT4G21940 -0.74
C32101D04 Serine/thrgopine—protein kinase AFC2 ATAG24740 R 0.80 5
[Ricinus communjs
Calcium-dependent protein kinase
C34003A11 [Populus trichocarpa] AT3G51850 - -0.66 5
C34108D10 Serine/threonine/tyrosine kinase AT2G24360 R 0.70 5
[Ricinus communjs
ICOAAAB9BGO4 Putative kinase binding protein AT4G31120 R -0.60 5

[Ricinus communjs
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Tabla 10 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
Quinasas
ICOAAAS6CCL Putative ;gnne/threomne kinase 38 AT4G33080 065 ) 6
[Ricinus communjs
C05069B11 Osmosensp( histidine-aspartate kinase AT2G17820 058 } 6
[Ricinus communjs
C16018E05 Protein kinase-like proteRi¢inus communjs  AT4G28880 -0.65 - 6
Quinasas tipo receptor
ICOAAA20DCO9 Receptor protein kinase-like protein ATAG34215 0.84 0.69 1
[Arabidopsis thalianh ’ '
C20008D03 Putative Ieuc!ng—rich repeat receptor kinase AT2G16250 118 0.75 1
[Ricinus communjs
Senescence-induced receptor-like
ICOAAA2AFO03 serine/threonine kinase-like AT1G25570 - 1.02 2
[Ricinus communjs
C34003H08 Putative receptolr—llke protein kinase 2 AT3G14840 0.98 } 3
[Glycine mak
C20007G06 Receptor-kinase, putatifcjnus communjs  AT1G60630 -0.90 -0.81 4
KNOAAB2DF06 Receptor kinase-like protein AT3G47570  -0.85  -0.73 4
[Ricinus communjs ' ’
C31207A10 Similarity to receptor-like kinase AT5G65500  -0.92  -0.81 4
[Arabidopsis thalianh
C18023G09 Putative recgptor—!lke protein kinase AT2G19130 071 0.76 4
[Citrus limor}
C20007G06 Receptor-kinasRi§inus commun]s AT1G60630 -0.90 -0.81 4
Receptor-like protein kinase
C02026D02 [Nicotiana tabacu AT2G31880 - -0.87 5
C32104B12 Putative receptor kinagedbidopsis thalianh ~ AT4G03230 - -0.62 5
C31702H06 Putative rust resistance kinase Lr10 AT1G66910 R 0.86 5
[Oryza sativa Indica Grodp
C03006C04 Putative recAeptorA—Ilke protem kinase AT2G01210 0.87 } 6
[Arabidopsis thalianh
C06022B05 Putative receptor-like protein kinase AT3G02130 -0.89 ) 6
[Ricinus communjs
ICOAAA21DD11 Leucine rich repgat receptor kinase-like prote|n/_\.|_4(322730 088 ) 6
[Ricinus communjs
S-receptor kinase-like protein 1
C16013H02 [Ricinus commuris AT1G65800 -1.04 - 6
Senescence-induced receptor-like
C08028D08 serine/threonine kinase-like AT1G25570 -1.10 - 6
[Arabidopsis thalianh
Senescence-induced receptor-like
C32104H06 serine/threonine kinase-like AT1G25570 -1.25 - 6
[Ricinus communjs
C02021G02 Receptor protein kinase-fike AT3G46290  -0.81 - 6

[Arabidopsis thalianh
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Tabla 10 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion M 12h M 24h Cluster

de A.thaliana
Quinasas tipo receptor
C04027C11 Putative receptor protein kinase AT2G33580 0.61 } 6
[Ricinus communjs
Proteinas con repeticiones de leucina
Putative leucine-rich repeat protein
ICOAAA42DGO1 [Arabidopsis thalianh AT4G03010 0.80 0.76 1
C08038F02 Putative leucine-rich-repeat protein AT2G19330 079 101 2
[Ricinus communjs
C04030G06 Leucine rich repeat protein precursor AT3G20820 R 3.299 2
[Glycine mak
CO5072H03 Putative leucine rich repeat protein AT2G34680 R 1.08 5
[Oryza sativa Japonica Grolip
Fosfatasas
Protein phosphatase PP2A regulatory subunit
ICOAAAZ2BAOL A [Pyrenophora tritici-repenti$t-1C-BFP] AT1G25490 1.03 099 L
Type 5 protein serine/threonine phosphatase 62
ICOAAA1DAOS kDa isoform Bolanum lycopersicum AT2G42810 1.04 1.05 1
ICOAAA31CB11 Tyrosine phosphatasérfbidopsis thalianh AT3G19420 0.52 0.92 1
C02014A07 Putative purple acid phosphatase AT5G50400 - 2.04 2
[Arabidopsis thalianh
ICOAAA33CB06 Putative acid phosphatagddinus communjs  AT4G29260 - 0.50 2
KNOAAP12YJO1 Protein phosphatase-Rldinus commun]s AT3G62260 1.10 - 3
C01006B09 Protein phosphatase Rizjnus commun]s AT3G55050 1.04 - 3
Phosphatase-like protein Mtc923
C08004A05 [Medicago truncatulh AT4G15410 0.71 - 3
ICOAAA24AAQ02 Protein phosphatase-2Rifinus commun]s AT4G26080 - -0.63 5
C01008F01 Protein phosphatase Rzinus communjs AT4G31750 - -0.68 5
C34005D06 PP1A proteilCatharanthus roselis AT2G39840 - -0.77 5
C03007C09 Acid phosphatagglycine mak AT4G25150 -1.21 -1.10 4
C16018B03 Putative phosphataBécinus communjs AT4G29530 -1.13 -0.89 4
C32004F06 Serine/threonine-protein phosphatase PP1 AT4G11240 R 0.78 5

[Ricinus communjs

La Tabla 11 muestra algunos de los factores transcripcionaiés interesantes
regulados por el etileno en la ZAC. Entre ellos esuentran varios factores de
transcripcion de respuesta a etileno (ERF; 5 imthgciy uno reprimido), factores
relacionados con las auxinas (ARF y Aux/IAA; 5 ioilos y uno reprimido), factores
relacionados con el acido abscisico (VP1/ABI3; @Quidos), factores de transcripcion de
las familias bHLH (4 inducidos y 3 reprimido8)ADS box (uno inducido y 2 reprimidos)

y un factor de transcripcion de tipo DOF reprimidolemas, otros factores con dominios
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NAC (4 inducidos), factores de la familia ‘homeobewmcine zipper’ (HD-Zip; 3 inducidos
y uno reprimido), factores TCP (2 inducidos) y émes MYB (uno inducido y 3

reprimidos) fueron regulados por el etileno exslasiente en la ZAC.

Tabla 11. Unigenes relacionados con el control de la trapsion regulados por el etileno exclusivamenteaen |
ZAC. Junto a cada unigen se muestra el nivel deesidn a las 12 y 24 h de tratamiento con etilenmorespecto
a las 0 h [M=log(ZAC\/ZAC)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdasentre el tiempo ‘t' y el

tiempo ‘0’ en la ZAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
ERF
Putative ethylene response factor
C31604B06 ERF3b Malus x domestida AT3G15210 1.42 1.83 1
ICOAAAS2AFQ7  APZ/EREBP transcription factor ERF- ) 14546770 135 0.81 1
2 [Gossypium hirsutum
Ethylene-responsive element binding
C31303G04 protein ERF4 Gossypium hirsutuin AT5G44210 2.45 2.34 1
C08037B08 EIN3-like proteirditrus sinensik AT3G20770 1.36 - 3
C31405C10 Putative AP2/EREBP transcription  \c~14500 0.70 R 3
factor [Populus trichocarph
C31305E08 Ethylene—requnswe transcription factor AT2G44840 055 R 6
13 [Ricinus communjs
ARF
Auxin response factor 17

KNOAAP8YNO1 [Ricinus commuris AT1G77850 1.1 0.77 1
C04015B03 Auxin response factor-like protein 1565000 1.23 . 3

[Mangifera indicd
C16018D07 Auxin response factor 9 AT4G23980 0.55 - 3

[Ricinus communjs
Aux/IAA
ICOAAA19AG08 Aux/IAA protein Ricinus commun]s ATA4G28640 0.86 0.85 1

Auxin-responsive protein IAA27

C05131B01 [Ricinus commuris AT2G22670 - 1.21 2
KNOAAI2DB11 Auxin-responsive protein IAA27  \r5G25670 1.07 -1.35 4

[Ricinus communjs
VP1/ABI3

VP1/ABI3 family regulatory protein-
ICOAAA43CALL like protein AT4G32010 - 0.59 2
[Oryza sativa Japonica Grolip

Transcription factor HY5

C08022H08 o
[Ricinus communjs

AT5G11260 1.05 - 3
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Tabla 11 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ort6logo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
NAC
C08037H04 Nam-like protein Eftrus sinensip AT1G01720 2.39 2.66 1
NAC domain protein NAC4
C04033H06 [Gossypium hirsutufn AT4G27410 2.3 1.85 1
ICOAAAB4AADS NAC domain protein AT5G63790 - 0.56 2
[Citrus sinensip
ICOAAASBDA0S NAC domain-containing protein AT4G27410 0.57 - 3
[Ricinus communjs
bHLH
BHLH transcription factor PTF1-like
C34001D01 protein AT2G24260 0.69 0.9 1
[Oryza sativa Japonica Grolip
Putative bHLH transcription factor
C08014B07 [Lotus japonicul AT4G29100 0.92 0.95 1
Auxin-induced basic helix-loop-helix
ICOAAA5CB08 transcription factor AT3G47620 - 1.09 2
[Gossypium hirsutupn
CO4015F06 Putative bHLH Atrans;ription factor AT4G29100 1.29 R 3
[Lotus japonicub
ICOAAA71CFO8 BHLH transcription factor AT5G62610 119 -1.73 4
[Gossypium hirsutum
C06003G03 BHLH transcription factor AT1G05710 - -1.31 5
[Ricinus communjs
BHLH transcription factor PTF1
ICOAAA6BCO3 [Zea mayp AT5G58010 -0.5 - 6
MADS-box
€02017D01 MADS-box protein 26 AT5G20240 074 062 1
[Cucumis sativds
C16016E08 MADS- box transcription factor AT4G22950 104 131 4
[Populus tomentoga
C34106B08 MADS box protein GHMADS-2 AT4G09960 -0.64 - 6
[Gossypium hirsutupn
MYB
C34004C09 MYBR2Walus x domestida AT3G16350 0.76 0.54 1
C02008E10 MYB92Malus x domestida AT2G37630 -2.59 -2.63 4
C08035B03 MYB domain class transcription AT5G67300 R 1.26 5
factor Malus x domestida
C18005C01 MYB domain class transqription ATAG21440 085 R 6
factor Malus x domestida
TCP
TCP family transcription factor
ICOAAA34DF02 [Arabidopsis thalianh AT1G72010 0.88 0.57 1
ICOAAASSDGO9 TCP domain class transcription factor AT5G51910 0.95 1.39 1

[Malus x domestida
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Tabla 11 (continuacién de la pagina anterior).

s Posible ortélogo
ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster

HD-Zip (ATHB)

Class Il HD-Zip protein 8

C02021F02 [Citrus trifoliata] AT1G52150 1.27 1.00 1
ICOAAAS6DDO3 PHAVOLUTA-like HD-ZIPII AT1G30490 0.51 - 3
protein Nicotiana sylvestris
Homeobox-leucine zipper protein
C31809D05 ATHB-7 [Arabidopsis thalianf AT2GA46680 242 ) 8
Homeobox-leucine zipper protein R }
C32011£02 HOX32 [Oryza sativa Indica Grodp AT2G34710 064 5
DOF
ICOAAA75CF12 Dof zinc finger protein DOFS.4 AT5G60850 -0.829 - 6

[Arabidopsis thalianh

Ademas de los factores de transcripcion relacionada la regulacién de la respuesta
a hormonas, el etileno regulé genes implicadosadnidsintesis de hormonabapla 12).
El unigen C02019D04, que codifica una ACC oxidaa€®), enzima implicada en la
sintesis de etileno, se inducia transitoriamentlsal2 h de tratamiento, y el gen
C16011H01, que codifica una zeaxantina epoxida&®)Zenzima implicada en la sintesis

de &cido abscisico, se inducia a las 24 h de tiextéon

Tabla 12. Unigenes relacionados con la biosintesis de hcasoegulados por el etileno exclusivamente en la
ZAC. Junto a cada unigen se muestra el nivel deesign a las 12 y 24 h de tratamiento con etil@rorespecto
a las 0 h [M=log(ZAC/ZACy)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdesentre el tiempo ‘t' y el

tiempo ‘0’ en la ZAC.

Posible ortélogo M 12h M 24h

ID Descripcion de A thaliana Cluster
Biosintesis de etileno

C02019D04 ACC oxidase Gpssypium hirsutupn AT1G05010 1.22 1.03 3
Biosintesis de acido abscisico

C16011H01 Zeaxanthin epoxidaggitfus maxima AT5G67030 - 1.36 2
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El etileno regul6 la expresién de un nimero elevdelainigenes relacionados con el
estrés oxidativo Tabla 13). Se indujeron 7 glutation-S-transferasas (C06QB2B
C19005A01, C01008G07, C31303F07, ICOAAA71BF05, Q@BR2412, C08034B04 y
CO05811EO06), 5 tiorredoxinas (ICOAAA10DHO07, C01002GC34100G10, CO8008G07 y
C16017H03), 2 glutarredoxinas (ICOAAA71BFO5 y C38D2Q1), una catalasa
(ICOAAA97BF03) y 2 proteinas de tipo metalotione(@81402C06 y ICOAAA97AG12).
Por otra parte, se reprimieron 6 peroxidasas (C3203, C31101F04, KNOAAP11YP14,
KNOAAB3CBO05, C31503H10 y C32004B11), una glutarrada (C04016F07), una
glutatién-S-transferasa (C31401B08), una superOxiiemutasa (C02001B06) y una
peroxirredoxina (C01020H10). Estos genes relaciosa&on la destoxificacion de especies
reactivas del oxigeno quedaron distribuidos erdifesentes clusters que se muestran en la
Tabla 13

Tabla 13. Unigenes relacionados con el estrés oxidativolagigs por el etileno exclusivamente en la ZAC. dunt
a cada unigen se muestra el nivel de expresios 42ay 24 h de tratamiento con etileno con respadéas 0 h
[M=logx(ZACJ/ZAC,)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdaséntre el tiempo ‘t’ y el tiempo ‘0’
enla ZAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion M12h M 24h Cluster

de A. thaliana
Glutation-S-transferasas
C06022B06 Glutathione S-transferase AT1G10360 171 113 1
[Ricinus communjs
C19005A01 Glutathione S-transferase AT1G10370 178 223 1
[Ricinus communjs
C01008G07 Glutathione S-transferase GST 14 AT2G29420 174  0.90 1
[Glycine mak
Glutathione S-transferase GST 22
C31303F07 [Ricinus commuris AT2G30860 1.44 1.17 1
C32101A12 Putative glutathione S—trgnsferase T3 AT2G29420 R 128 2
[Solanum lycopersicum
C08034B04 Glutathlqng S-transferase GST 22 AT2G30860 R 0.87 2
[Ricinus communjs
CO5811E06 Glutathione S-transferase AT5G62480 1.39 - 3
[Ricinus communjs
C31401B08 Glutathione S-transfera€étfus sinensip AT1G78380 - -0.81 5
Tiorredoxinas
ICOAAALODHO7 Thioredoxin-like 1 AT1G08570 120 076 1
[Oryza sativa Japonica Grolip
Chloroplast drought-induced stress protein/
€01009G02 Thioredoxin Prabidopsis thalianh AT1G76080 072 0.82 1
C34100G10 Thioredoxin HJitrus x paradisf AT3G51030 1.35 0.87 1

108



Tabla 13 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A thaliana M 12h M 24h Cluster
Tiorredoxinas
C08008G07 Thioredoxin HJitrus x paradisf AT3G51030 1.13 - 3
C16017H03 Thioredoxin HRicinus communjs AT5G39950 0.74 - 3
Glutarredoxinas
ICOAAA71BFO5 Glutaredoxin family protein ATSG58530 061  0.76 1
[Arabidopsis thalianh
C31708D11 GlutaredoxirAfabidopsis thalianh AT1G64500 1.23 3
C04016F07 GlutaredoxirCjtrus hybrid cultivat AT5G40370 -1.05 -2.16 5
Peroxidasas
€31010D03 Peroxidase precursor ATAG21960 165  -1.9 4
[Cucumis melo subsp. mglo
C31101F04 Peroxidas@pulus trichocarph AT2G37130 - -1.11 5
KNOAAP11YP14 Glutathione peroxidase AT4G11600 - -0.52 5
[Arabidopsis thalianh
Putative L-ascorbate peroxidase
KNOAAB3CBO05 [Arabidopsis thaliank AT4G09010 -1.24 - 6
C31503H10 Class Il peroxidas@gssypium hirsutum AT5G05340 -1.48 - 6
C32004B11 Peroxidas€itrus maximé AT5G06730 -1.42 - 6
Catalasas
ICOAAA97BF03 CAT1 catalasePassalora fulvh AT1G20630 0.64 - 3
Superoxido dismutasas
C02001B06 Cu-Zn superoxide dismutase ATIG08830  -093  -0.9 4
[Avicennia maring
Peroxirredoxinas
C01020H10 Putative peroxiredoxin protein AT3G52960 13 -1.46 4
[Ricinus communjs
Metalotioneinas
Metallothionein-like protein
C31402C06 [Citrus hybrid cultivaj AT3G15353 1.70 - 3
ICOAAAITAG12 Metallothionein-like protein AT3G15353 1.02 } 3

[Citrus hybrid cultivaf

La Tabla 14 muestra los unigenes relacionados con la defeastefa patégenos que
fueron regulados significativamente en la ZAC. Hlero indujo cuatro genes que
codifican quitinasas (C31005C03, C31100B11, C341®E C32009D05), uno que
codifica una proteina PR (Pathogen-Related prote€@81208A08), dos genes
(ICOAAA29DGO3 y C31303E07) que codifican inhibidsrele proteasas y un gen

(C18025F01) con homologia a una proteina de resistea enfermedades de tipo NBS-
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LRR (nucleotide-binding site leucine-rich repeabtpin). Por otra parte, se reprimieron
siete genes que codifican proteinas relacionadasdetensa: una proteina inducible por
herida y patégenos (C18001F07), una proteina idbiki de proteinasa (C31708B05), dos
proteinas de resistencia a enfermedades de tipo-URES (ICOAAAGICB12 vy
C34106C07), una proteina de resistencia a hondas8(#7D08) y dos proteinas asociadas
a resistencia (C31709D09 y C05136A10).

Tabla 14. Unigenes relacionados con la defensa regulados|mileno exclusivamente en la ZAC. Junto a cada
unigen se muestra el nivel de expresiéon a las P2y de tratamiento con etileno con respecto &0 lds
[M=log,(ZAC/ZAC,)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdeséntre el tiempo ‘t’ y el tiempo ‘0’
en la ZAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion M 12h M 24h Cluster

deA. thaliana
C31005C03 Chitinase CHICJtrus sinensik AT3G54420 1.03 1.61 1
C31100B11 Chitinase CHIT]trus sinensik AT3G54420 - 2.58 2
C34101G09 Acidic chitinase lINicotiana tabacurh AT5G24090 - 2.07 2
C32009D05 Acidic class | chitinas€ifrus jambhiri AT3G12500 2.34 - 3
Pathogenesis-related protein 4b
C31208A08 [Capsicum chinenge AT3G04720 0.85 1.17 1
Pathogen-and wound-inducible antifungal R )
C18001F07 protein CBP20icotiana tabacui AT3G04720 1.70 1.57 4
ICOAAA29DGO3 Proteinase_inhibitor se6lOl—Iike protein AT5G63660 0.92 0.99 1
[Citrus x paradis]i
C31303E07 Type | proteinase inhibitor-like protein )15 535570 122 1.29 2
[Citrus x paradisi
C31708B05 Type | prote_inase inhibitprl»like protein AT2G38870 385 39 4
[Citrus x paradis]i
NBS-LRR type disease resistance protein
C18025F01 [Citrus trifoliata] AT1G12280 - 0.813 2
ICOAAABICBL2 Putative NBS-LRR type resistance protein AT3G14460 0.67 0631 4
[Populus trichocarph
NBS-LRR type disease resistance protein
C34106C07 Rps1-k-2 Duercus subdr AT3G14470 -0.955 -1.13 4
C31709D09 CC-NBS-LRR proteii@uercus subgr AT3G14460 - -1.01 5
C05136A10 CC-NBS-LRR proteitQjuercus subér AT3G14470 - -1.13 5
C05807D08 Verticillium wilt disease resistance protein AT1GA5616 136 } 6

Ve2 [Solanum lycopersicum
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El etileno regulé también un nimero elevado de ameg relacionados con el
transporte, tal y como se puede observar drigara 19. Concretamente, el transporte de
vesiculas experimentd una regulacién importantla @AC que, como se comentaba en el
apartada.3.6 agrupaba un nimero mayor de unigenes que en.laaFabla 15 recoge
la expresion de los unigenes correspondientes @ipas relacionadas con el trafico de
vesiculas desde el reticulo endoplasmatico hastgpaiato de Golgi y viceversa, con el
transporte a través del aparato de Golgi, coraekporte hacia la vacuola, con la formacion
de endosomas y con la secrecion. Entre ellas seeptien: dos proteinas COPI (Coat
protein complex |; C05001C06 y C31109C04), unagirnat COPII (Coat protein complex
II; ICOAAA5ADO4), 4 proteinas adaptadoras de clario adaptinas (C34010E12,
KNOAAP1YP16, C02026H10 y KNOAAP10YDO02), una clatiiflCOAAA71AF06), 8
GTPasas (C31004D09, C34104C09, KNOAAH1AH10, C312m®D C16015D09,
C34201D03, KNOAAI2BD07 y ICOAAA73CC12), cinco pratas SNARE (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor activating proteéteptor; C16016D06, ICOAAA44CFO06,
C31501E12, C31401C06 y C31107H07), una proteindicagfa en la endocitosis mediada
por clatrina (Epsin; CO1005F12) y otras 6 proteffiéerentes relacionadas con el trafico de
proteinas intracelular (ICOAAA55AH05, C08034G10, 3006C12, C16013E04,
C32103A03 y C02026D02).

Tabla 15. Unigenes relacionados con el transporte de vesiaelgulados por el etileno exclusivamente en la
ZAC. Junto a cada unigen se muestra el nivel deesidn a las 12 y 24 h de tratamiento con etilenorespecto
a las 0 h [M=log(ZAC\/ZAC)]. - = No se produjo cambio significativo en la expdasentre el tiempo ‘t' y el

tiempo ‘0’ en la ZAC.

Posible ortélogo

ID Descripcion M 12h M 24h Cluster

deA. thaliana

Proteinas COP |

C05001C06 Putative coatomer complex subunit AT1G52360 0.53 ) 3
[Ricinus communjs

C31109C04 Putative cp{atomer gamma-2 subunit AT4G34450 .1.08 } 6
[Ricinus communjs

Proteinas COP I

ICOAAASADOA Putative prp(ein transport factor Sec23 AT4G01810 } 0.50 2
[Ricinus communjs

Proteinas adaptadoras de clatrina/Adaptinas

C34010E12 Putative clathrin cqat as;embly protein AT1G60780 } 0.65 2

[Arabidopsis thalianh
KNOAAP1YP16 Putative beta-adaptiArpabidopsis thalianh AT4G23460 - 0.61 2
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Tabla 15 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ortélogo

deA thaliana M 120 M24h  Cluster

ID Descripcion

Proteinas adaptadoras de clatrina/Adaptinas

Clathrin adaptor complex small chain family AT3G50860

KNOAAP10YDO02 I - -0.64 5
protein Ricinus communjs
C02026H10 Putative cla}thrin coat assembly protein AT1G47830 0.79 ) 6
[Ricinus communjs
Clatrina
ICOAAA71AF06 Putative clathrin heavy chain AT3G11130 - 0.98 2
[Pediculus humanus corpotis
GTPasas
€31004D09 ADP-ribosylation factor AT1G10630 087 088 1
[Populus tremuloidds
Ras-related GTP-binding protein
C34104C09 [Arabidopsis thaliank AT2G43130 - 0.80 2
KNOAAH1AH10 Putative Ras»relatgd GTP—binding protein AT1G02130 ) 0.82 2
[Lotus japonicul
Ras-relategbrotein GTP-binding protein }
C31202D08 ARAS [Arabidopsis thaliank AT1G02130 0.97 2
C16015D09 Raclike GTP-binding protein AT5G62880  -0.99  -0.95 4
[Ricinus communjs
C34201D03 Rac-like GTP-binding protein ATIG75840  -0.89  -127 4
[Ricinus communjs
KNOAAI2BDO7 ADP-ribosylation factor AT5G37680 - 065 5
[Glycine mak
ICOAAA73CC12 GTP-binding proteinRisum sativurh AT3G46060 - -0.56 5
Proteinas SNARE
C16016D06 Putative syntaxin protein AT5G08080 ; 151 2
[Ricinus communjs
ICOAAA44CF06 Putative syntaxin protein AT3G05710 - 0.51 2
[Nicotiana tabacurh
C31107H07 Vesicle-associated membrane family protein ATAG21450 0.67 } 3
[Arabidopsis lyrata] ’
C31501E12 USE1 domain-containing protein AT3G55600 - 114 5
[Arabidopsis thalianh
C31401C06 Snare protein yki6, putative AT5G58060 - 096 5
[Ricinus communjs
Proteina de endocitosis
Epsin N-terminal homology (ENTH)
CO1005F12 domain-containing protein / clathrin AT5G11710 0.98 ) 6
assembly protein-related
[Arabidopsis thalianh
Otras proteinas
ICOAAABSAHO5 ~ EX0cyst complex subunit Secls-like family 1356640 092 097 1
protein Ricinus communjs
C08034G10 VHS domain-containing protein / GAT AT4G32760 ) 0.92 2

domain-containing proteirdlycine mak
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Tabla 15 (continuacién de la pagina anterior).

Posible ortélogo

ID Descripcion de A. thaliana M 12h M 24h Cluster
Otras proteinas
C32103A03 Signal recognition particle receptor alpha AT4G30600 053 061 4

subunit Arabidopsis thalianh

Leucine-rich repeat receptor-like protein
C02026D02 kinase (EVERSHED) AT2G31880 - -0.87 5
[Arabidopsis thalianh

Signal recognition particle receptor alpha

AR AT1G73430 -1.01 - 6
subunit Ricinus communjs

C03006C12

Putative protein transport protein SEC61 AT2G34250 0.74

C16013E04 alpha subunitfPopulus trichocarph
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3.3.8. Validacioén del andlisis de expresion mediasmtmicromatrices por RT-PCR

semicuantitativa

Los resultados del analisis de expresién globaliaméel micromatrices se validaron a
través del analisis de expresion particular de difeg por medio de la técnica de RT-PCR
semicuantitativa. Lagiguras 20y 21 muestran que las tendencias de expresion de los
genes comprobados con ambas técnicas son equeald@mbién se evaludé por RT-PCR
la expresion de estos genes en la corteza del Gooel objetivo de comprobar que
solamente se producian cambios de expresion sigtivfos durante el tratamiento con

etileno en la ZAC.
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Figura 22. Contraste entre el analisis de expresiébn medianieromatrices &) y mediante RT-PCR
semicuantitativa §) de los gene<EL/Celulasa acida/C21007H1@®G/Poligalacturonasa 1/ICOAAA67DG09,
PL/Pectato liasa/ICOAAAL15AF11, EXPExpansina/ICOAAA14BD04, AGPYArabinogalactan-protein
1/ICOAAA56BHO05, CCRCinamoil-CoA reductasa/C34205CMBAPPurple acid phosphatase/C02014ABD-
Zip/Homeobox-leucine zipper protein/C31809D05UBC/Ubiquitin-conjugating enzyme/C06015C05 (gen de
referencia). Valores representados como 0.00 =igrifisativos en la comparacion. Entre paréntepiarece el

numero de ciclos de amplificacion para cada geidagd por RT-PCR.
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Figura 23. Contraste entre el andlisis de expresiébn medianieromatrices &) y mediante RT-PCR
semicuantitativa ) de los genes fS-MAN/B-manosidasa/C03004E07, XTH/Xiloglucano
endotransglicosilasa/C02023G1RME/Pectin metilesterasa/C01011H@AEPectin acetilesterasa/C02003B05,
AGP2Arabinogalactan-protein  1/C31404H07SK3$Multicopper oxidase/C02016C05 yUBC/Ubiquitin-
conjugating enzyme/C06015C05 (gen de referenciajorés representados como 0.00 = no significateroa
comparacion. Entre paréntesis aparece el numetitids de amplificacion para cada gen validadoRbPCR.
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3.4. Discusién

Los tratamientos con etileno y &cido l-aminocicbmamo-1-carboxilico (ACC)
aceleraban la abscision de frutos maduros separddbsarbol de las variedades
‘Washington Navel’ y ‘Navel Ricalate’, respectivamte (Figuras 12.Ay 12.B). Los frutos
tratados con etileno o ACC experimentaron un rapidscenso de la fuerza de retencion
(FR) a partir de las 24 h y a las 48 h de tratatoiefcanzaron valores de FR en torno a 4
kgf, mientras que los frutos no tratados alcanzaedores proximos a 4 kgfalas 96 hy a
partir de las 120 h (‘Washington Navel’ y ‘NavelkRlate’, respectivamente). Por tanto, los
resultados de la cinética de abscisién fueron coaybes independientemente del
tratamiento (etileno o ACC) y de la variedad (‘Wagton Navel’ o ‘Navel Ricalate’)
utilizada. Ambos tratamientos permitieron dispotemuestras homogéneas en relacion a
la activacién de la abscision ya que posibilitaramto la sincronizacion como la

aceleracion del proceso.

La caracterizacion morfolégica de la ZAC aportdodahteresantes sobre el desarrollo
del proceso a nivel celular. Tras 24 h de tratatoieon etileno, utilizando la microscopia
electronica de barrido, se podia observar una raatmorfa en la ZAC resultado,
posiblemente, del inicio de la degradacién de raifd media y de las paredes de las
células de las capas de separaciigura 14.A). A las 48 h de tratamiento esta materia
amorfa era mas abundante y se produjo la separeeldlar en la parte central de la ZAC.
Ademas, la pérdida de consistencia celular se éitenun mayor nimero de capas dentro
de la ZAC Figura 14.B). Tras 96 h de tratamiento con etileno, se habdayzido la
separacion celular completa de la ZABiglra 14.C) y se observd expansion celular
diferencial entre la parte proximal y distal deZI&C. En la parte proximal, se expandian
las células del tejido parenquimaticBigura 14.D), mientras que en la parte distal lo
hacian las células de los haces vascul#igsi@a 14.E). El modelo de abscision propuesto
por Patterson (2001) efrabidopsis thalianaconsidera dos alternativas para la etapa de
activacion (etapeC; Figura 3): una en la que la expansion celular observada laa
separacion celular no seria un componente del @mugrde abscisién sino una
consecuencia y otra en la que la expansién cefglanaria parte del programa de
activaciéon del proceso y tendria lugar en la pprtximal de la zona de abscision. Por

tanto, en los frutos de naranjo bajo las condigorstudiadas, la expansion celular
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observada tras la separacion efectiva supondria nuewva alternativa al modelo de
abscisién propuesto hasta el momento, ya que otante en la parte proximal como distal

de la ZAC y, ademas, en zonas complementarias.

El trabajo realizado en relacién a la anatomiaad2AC utilizando la tincion PAS
permitio diferenciar dos areas celulares dentr@dAC: una con apariencia meristematica
localizada hacia el disco floral y otra rica enrgias de almidon en contacto con las
células de la corteza del frutérigura 15.G). Ambas areas celulares eran facilmente
distinguibles desde las 0 h hasta las 48 h dentratdo Figuras 15.G H e ). Existen
algunos trabajos relacionados con el proceso ddsairs en diferentes especies vegetales
(Bornmanet al, 1966; Hubermaet al, 1983; Goren, 1993; Shiraishi y Yanagisawa, 1988)
en los que, previamente a la separacion celulagrgbn acumulacion de almidén en las
células de la ZA, y en las Ultimas etapas del pode abscision, el niimero de granulos de
almidén disminuye. Sin embargo, tal y como se ofzssen lagriguras 15.G 15.Hy 15.1,
la cantidad de granulos de almidén parecesgumantiene constante en la ZAC desde las 0
h hasta las 48 h de tratamiento. En la preseni®, ®sta caracterizacion morfolégica y
anatémicgpermitié identificar y delimitar las capas que aomfan la ZAC para el posterior
aislamiento mediante microdiseccion asistida pserée células de la ZAC asi como para
realizar una descripcién precisa de los cambiosegperimentan las células de la ZAC

durante la activacion y el desenlace del procesabdeision.

La deposicion de lignina observada en la zona deisibn C (ZAC) de ambas
variedades tras 24 y 48 h de tratamiefigyras 13.Ay 13.B) sirvié como indicador de la
activacion del proceso de abscision y confirméréssiltados de la cinética de abscision. A
las 24 h de tratamiento con etileno o ACC se détdeposiciéon de lignina en la parte
central de la ZAC, por tanto, el proceso ya se a@naldsencadenado. A las 48 h de
tratamiento el proceso se encontraba en un estadoamanzado ya que la deposicién de
lignina se extendia a lo largo de la ZAC. Estosiltagdos correlacionaban con los valores
de FR alcanzados a las 48 h de tratamiento en avabesladesKiguras 12.Ay 12.B).
Existe una controversia en la literatura en retaca significado biolégico de la
lignificacion que experimentan algunos tejidos dteael proceso de abscision. Por una
parte, parece evidente que los tejidos que varedagexpuestos tras la abscision pueden

experimentar un programa de transdiferenciacionimpécaria la deposicion de lignina en
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las paredes de las células de las nuevas capa<tpras (Addicott, 1982; Agustt al,
2008; van Nocker, 2009). Sin embargo, otros trabdjan incidido también en la
importancia de la lignificacion para generar unasi@n en la zona de separacidon que
posibilite la rotura mecéanica de las paredes a@slaomo parte de los procesos de
abscisién y dehiscencia (Liljegrest al, 2000; Sexton, 1979). En el caso de la ZAC
activada por el etileno, la lignificacién solameafecta a la porcion distal de la zona de
abscision y, ademas, este proceso de deposicifignilea parece extenderse a las células
de la corteza del frutd={gura 17.C). Por tanto, la deposicion de lignina que se datec
durante la abscisién de los frutos maduros decoftrparece estar Unica y exclusivamente
relacionada con la generacion de una tension eora de separacidon que posibilite la

rotura mecéanica de las paredes celulares y lasafisci

Conforme avanzaba el proceso de abscision (24 kg 48 tratamiento), se detecto
también deposicion de cutina en el plano de fraatierla ZAC, siendo mas abundante este
polimero a las 48 H{gura 16.1). La cutina es un poliéster extracelular que étuy& una
barrera frente a patégenos, confiere resisteneistrés, regula el flujo de nutrientes entre
células y érganos e impermeabiliza las hojas yrldes de las plantas superiores (Heredia,
2002; Yanget al, 2010). Por tanto, la deposicién de cutina olztava las 24 y 48 h de
tratamiento en el plano de fractura de la ZAC odeistar relacionada con la
impermeabilizacion y el sellado de la herida resu#t de la abscision como medida de

proteccion frente a la pérdida de agua y el atagueatogenos.

En el presente capitulo se discute el analisisxgeesion a gran escala de la ZAC
activada por etileno mediante el empleo de micrdoet de cDNA. Tanto la
microdiseccidn asistida por laser, que permitifaaisélulas exclusivas de la ZAC, como la
comparacion con el analisis de expresion en la @fd¢ utilizado como control)
proporcionaron datos muy especificos del procesalbeision a nivel molecular. Los
resultados muestran que el etileno regulaba laesir de 4.281 genes en la ZAC y 3.743
genes en la CF, mientras que 2.001 genes fuerattadksy por el etileno tanto en la ZAC

como en la CFRigura 18).

Los genes regulados por el etileno exclusivamemtia AC y exclusivamente en la

CF fueron agrupados en categorias funcionales NWP8xos4 y 5). Todas las categorias
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funcionales reguladas mostraron representantes tania ZAC como en la CF, lo que
sugiere una regulacién de la expresién génica Ippatamiento con etileno muy similar en
ambos tejidos a nivel de categorias funcionales.e8ibargo, en la mayor parte de las
categorias funcionales el porcentaje de genesagguior el etileno era superior en la ZAC
(Anexo 6). Teniendo en cuenta que en la plataforma del C&iPada en este estudio el
nivel de representacion del proceso de abscisi@oesiderablemente inferior al nivel de
representacion de procesos fisiolégicos asociadlas arteza del fruto (la micromatriz
contiene ESTs procedentes de 5 genotecas de absygisie 12 genotecas asociadas a la
corteza de fruto), estos resultados sugieren qd&@responde de manera mas activa que
la CF al tratamiento con etileno y que los procastecionados con la separacién celular
comunes a otros aspectos del desarrollo y crecimiesgetal, como la maduracion, la
senescencia o la expansion celular, estan bieeseptados en la micromatriz de cDNA
utilizada en el experimento. Las categorias furadesique mostraron mayor porcentaje de
regulacion en la ZAC que en la CF fueron ‘enerdiarocesamiento del DNA y ciclo
celular’, ‘transcripcién’, ‘sintesis de proteinasproteinas de unién’, ‘biogénesis de
componentes celulares’ y ‘localizacion subceluf@@bla 4). Por otra parte, un aspecto
relevante que cabe destacar dentro de la categlmidmetabolismo’ es que las
subcategorias de ‘metabolismo de azlcares, glusjsigdolioles y carboxilatos’ y
‘metabolismo de polisacéaridos’ presentaban un pdage de regulacién considerablemente
mayor en la ZAC. La subcategoria de ‘transportécués’ mostraba también un porcentaje
mayor de regulacion en la ZAC y lo mismo ocurria s subcategorias de ‘pared celular’,
‘vesiculas de transporte intracelular’ y ‘proteid@ssecrecion/extracelulares’, relacionadas
con la localizacion subcelular. Estos resultadggesan que a las 12 y 24 h de tratamiento
con etileno se habia activado a nivel transcriggida magquinaria responsable de la
degradacion de la lamina media y de la pared aejudd transporte intracelular asociado a
sistemas de membrana, que proporcionaria las pasteinecesarias para tales

modificaciones de la lamina media y la pared celatela ZAC.

Los 2.280 unigenes regulados por el etileno Gnicaenen la ZAC fueron agrupados
en seis clusters distintos en funcion del perfil ed@resion que mostraban durante la
activacion del proceso de abscisidtiglra 19). Los unigenes agrupados en el cluster 1
aumentaban su expresion durante las primeras Bttatmiento y mantenian el nivel de

expresion hasta las 24 h. El cluster 2 recogiautigenes cuya expresiéon aumentaba a
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partir de las 12 h y el cluster 3 agrupaba unigengs expresion aumentaba de forma
transitoria a las 12 h de tratamiento. Por otréepda expresion de los unigenes del cluster
4 disminuia durante las primeras 12 h y luego setenda el nivel de expresién hasta las 24
h. Los unigenes del cluster 4 disminuian su ex@nesipartir de las 12 h y los unigenes del

cluster 6 disminuian su expresion de forma tranaitolas 12 h de tratamiento con etileno.

La clasificacion en categorias funcionales se @sttmh mas detalle en el caso de los
unigenes regulados por el etileno exclusivament@&Z AC. Las categorias funcionales
gue presentaban mayor nimero de genes regulados ptiteno, tanto inducidos como
reprimidos, eran ‘proteinas sin ortélogo érabidopsis ‘proteinas sin clasificar’,
‘localizacién subcelular’, ‘proteinas de unidn’légamiento, modificacién y destino de
proteinas’, ‘transcripcién’, ‘transporte’ y ‘metdtsmo’ (Figura 20). El hecho de que las
categorias ‘proteinas sin ort6logo Arabidopsisy ‘proteinas sin clasificar’ se encuentren
altamente representadas indica que, posiblemerigter proteinas o familias de proteinas
nuevas y de funcién todavia desconocida que poddaampefiar una funcién importante

en el proceso de abscision.

El etileno regulé un nimero importante de unigeeéecionados con el metabolismo
de la pared celular, algunos de los cuales se iaduitas el tratamiento con etileno,
mientras que otros se reprimian. Como se obsenda €abla 5, la mayor parte de los
unigenes inducidos asignados a esta categoriaasegupatron de expresion de los clusters
1y 2, es decir, su expresion aumentaba a lasde2tratamiento y se mantenia hasta las 24
h o aumentaba a las 24 h de tratamiento. A las 84 tratamiento se indujo la celulasa
acida (C21007H10) y dos poligalacturonasas (ICOABABO2 y ICOAAA67DG09). Otra
poligalacturonasa (ICOAAA19CA02) se inducia a l&syl24 h de tratamiento, y otra
(CO01018A12) se inducia de forma transitoria a lashl Por otra parte, una pectin
metilesterasa (ICOAAA40DF03) se inducia a las P2\ de tratamiento con etileno y otra
(C32102B03) a las 24 h de tratamiento. Del restgatees que codifican enzimas capaces
de hidrolizar polisacaridos de la pared celulartateson: unaf-manano hidrolasa
(C04002G09) inducida a las 12 h, una pectato ([B3@AAAL15AF11) inducida a las 24 h
y una pB-galactosidasa (C31401H10), wuna xiloglucano endstlicosilasa
(ICOAAAQ9CHO05) y unap-glucosidasa (ICOAAALCBO6) inducidas a las 12 yi24le

tratamiento. En relacién a la familia de las expaass se indujeron tres unigenes, uno de
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ellos (KNOAAQLYGO09) a las 12 y 24 h de tratamiegto@tros dos (ICOAAA14BDO04 y
C02006G07) a las 24 h.

Lo comentado hasta ahora en relacién a las hig®lasrrobora que en la ZAC se
produce una amplia modificacion del metabolismdadepolisacaridos estructurales de la
lamina media y la pared celular, que es necesarilp separacion efectiva del 6rgano, en

este caso el fruto.

El etileno también reprimio la expresion de alguoosiponentes de estas familias de
hidrolasas Tabla 5). Se reprimieron una poligalacturonasa (C03009EQB)a B-
galactosidasas (C31805H10), dos xiloglucano endsgiosilasas (C02023G10 vy
C01009B04), una pectato liasa (C03011D06), 5 pestemasas (C05807A09, C01011HQ9,
C08033H07, KNOAAP13YN19 y C02003B05), ufiamanano hidrolasa (CO3004EQ07) y
una B-glucosidasa (C31007D10) y tres xilosidasas (CORA®4 CO05075C11 vy
ICOAAA75AA10). Esto pone de manifiesto que, denti® cada una de las familias de
proteinas relacionadas con la modificacién de fegaelular, sélo algunos miembros son
especificos del proceso de abscision. Los genesquiese reprimen probablemente estén
implicados en otros procesos en los que tambiépreguce remodelacién de la pared
celular, como la maduracién del fruto, la seneseeacel crecimiento. Estas familias de

proteinas se discuten con mayor profundidad emapgitdoV.

El etileno regulé la expresion de varios genescrefedos con la biosintesis de
polimeros de pared celulaFgbla 6). Excepto una celulosa sintasa (ICOAAA5DG11) y una
ramnosa sintasa (KNOAAI3AD11), el resto de genegste tipo estaban inducidos en la
ZAC. Se indujeron dos celulosas sintasas, unartesféransitoria a las 12 h de tratamiento
(C16012C03) y otra a las 24 h (C05070F01). El mtilmdujo tras 24 h de tratamiento una
UDP-glucosa-4-epimerasa (C31108G08), familia qudigi@a en la regulacion de la
biosintesis de polisacéaridos de la pared celuléstfRt al, 2007), y dos manano sintasas
(ICOAAA16BHO3 y ICOAAA99ADO02), enzimas que perteeac a la familia de las
proteinas CSL (Cellulose synthase-like) implicagiada sintesis de Ids1,4-mananos que

se encuentran en la pared celular de muchas espkrigantas (Davist al, 2010).
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Los resultados de expresion expuestos demuestran efjuetileno regul6 el
metabolismo de la pared celular tanto a nivel dgratiacion como de biosintesis. La
actuacion conjunta de estos dos mecanismos deapigulde la pared esta ampliamente
documentada en procesos de desarrollo y crecimi&maelacion a la abscision, existen
evidencias que muestran expansion de las céluleszibma de separaciéon durante la dltima
etapa del proceso de abscision (Addicott, 1982gRamn, 2001). En el plano de fractura de
la ZAC del fruto de los citricosF{gura 14) se observé esta expansion celular,
mayoritariamente en el plano proximal de fractliste crecimiento debe estar relacionado
con la creacién de capas protectoras en las pgtesvan a quedar expuestas tras la
abscisién, y debe ir acompafado de la sintesi®liimgros de la pared celular. Ademas, el
hecho de que las células de tipo meristematicoad@AC no muestren sintomas de
degeneraciéon durante la abscision sugiere que estialas son las que estan previamente
preparadas para experimentar la expansion celutantk las Ultimas etapas del proceso de
abscision. Por tanto, los genes asociados a ldntésss de estos polimeros que se
indujeron en la ZAC estarian relacionados con fienal etapa del proceso de separacion

celular.

Como se comentaba al comienzo de este apartadoyvauss las alternativas
propuestas acerca del papel de la lignificaciérahar el proceso de abscision (Addicott,
1982; Liljegrenet al, 2000; Sexton, 1979). Excepto dos O-metil tranasi@s de acido
cafeico que se reprimieron en la ZAC, una a laf t2 forma transitoria (CO3007H04) y
otra a las 24 h de tratamiento (C05133HO01), eloretd genes relacionados con la
biosintesis de lignina se indujerdrapla 7). Una fenilalanina amonio liasa (C02002A11) y
una cinamoil-CoA reductasa (C34205C03) se indujesotas 12 h de tratamiento y
mantuvieron su nivel de expresién hasta las 24& ducumarato-CoA ligasa (C31504D07)
se indujo a las 24 h (C31504D07) y una lacasa (lKABODGO04) a las 12 h de
tratamiento. Ademas, mediante HPLC acoplada a rspeetria de masas, se detecté en la
ZAC un incremento de varios intermediarios de I@ me biosintesis de lignina. Asi, se
observd un aumento en el nivel de acido cumara® 12 h de tratamiento con etileno y un
aumento en el nivel de acido cafeico y ferllice ti2, 24 y 36 h de tratamientBigura
21). La induccién de genes de biosintesis de ligeiméa ZAC junto con los resultados de
la tincion con phloroglucinolRiguras 13y 17) y del analisis de analitog-igura 21)

demuestran que, efectivamente, se sintetiza ligeimka ZAC y seguidamente se deposita
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en el plano de fractura. Estos resultados, juntolaanduccién de dos genes relacionados
con la sintesis de cutina, una glicerol-3-fostatdtransferasa y una esterol desaturasa
(C31604E03 y C02002B06), y la deposicion de cutibservada en la zona de separacion
(Figura 16) sugieren una posible acciéon conjunta de ambdsnpobs extracelulares en el

proceso de abscision, tal y como se ha comentatargerioridad.

El etileno regulé un namero importante de genexciehados con el metabolismo y la
modificacion de proteinasTéblas 8 y 9), que fueron agrupados en las categorias
funcionales MIPS ‘sintesis de proteinas’, ‘plegartoe modificacion y destino de
proteinas’ y ‘proteinas de unién’ (subcategoriaotginas de unién a proteina’). La
abundancia de este tipo de genes implica quelehetestimula un importante recambio de
proteinas durante el proceso de abscisidn, queuect& con el cambio de actividad y
metabolismo que van a experimentar las célulaa derla de abscision. De hecho, trabajos
previos mostraron un aumento significativo en latidad de proteinas y en la actividad
enzimatica en la zona de abscision durante el ddlsadel proceso (Addicott, 1982;
Sexton y Roberts, 1982). El etileno provocé tamtduccion como represion de genes
relacionados con el recambio de proteinas. Estéidaengue debe existir especificidad de
tejido, es decir, los genes que se inducen sondang a estar regulando este proceso de
manera especifica durante la activacion de la sildscpor etileno. Ademas, esto resulta
interesante teniendo en cuenta que trabajos resig@ntlican que el etileno reprime la
sintesis de proteinas (Nemhausegal, 2006). Sin embargo, la ZAC responde de manera
particular a la hormona en relacion al metabolistagroteinas ya que debe llevar a cabo

un proceso altamente especifico, activo y degnemlabmo es la separacion celular.

En relacién a la sintesis de proteinas, aumerggdeesion de 12 genes que codifican
proteinas estructurales de los ribosomas, compréasinas L3 y L19 de la subunidad 60 S
o las proteinas S2 y S13 de la subunidad 40a8lé 9). La induccién de estos genes en la
ZAC concuerda con estudios ultraestructurales psegue describen un incremento del
reticulo endoplasmético rugoso durante la abscigjae esté relacionado a su vez con la
sintesisde novode proteinas (Liebermaat al, 1983; Valdovino®t al, 1972). También se
indujeron genes que codifican aminoacil-tRNA siata§3) y factores de iniciacion de la
traduccién (3). Sin embargo, el nimero de genasma&ns relacionados con la sintesis de

proteinas fue superior al de inducidos. Este hecleale deberse a que la ZAC es un tejido
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qgue va a ser degradado y, por tanto, es posiblesgi@gemantenga activa la maquinaria
enzimatica necesaria para tal degradacion celgjae, llevara en Ultima instancia al
desprendimiento del érgano. La reduccion de laesipn de los genes englobados en esta

categoria puede interpretarse como un cambio eatein de sintesis de proteinas.

El etileno también indujo la maquinaria proteoditien la ZAC Tabla 8). La ruta de
degradacion de proteinas mediada por ubiquitinensentraba altamente representada en
este andlisis. Este sistema es muy especificoegtsal, y permite degradar proteinas mal
formadas, dafiadas o innecesarias en un proceslbdisio particular (Santost al, 2006;
Sullivanet al, 2003; Vierstra, 2003). La cascada de conjugad®mbiquitina requiere la
actuacion de tres familias de proteinas: E1 (erzid& activacion de ubiquitina), E2
(enzimas de conjugacion de ubquitina) y E3 (ubigaitigasas). Las proteinas E1 y E2 son
poco especificas. EArabidopsis thalianaexisten dos proteinas E1 y 37 proteinas E2, de
las cuales sdlo se han caracterizado algunas (&rait, 2005). Sin embargo, existen mas
de 1200 proteinas de tipo E3, que son las que erenfiespecificidad de sustrato del
sistema de degradacion (Vierstra, 2003). Una vehase marcado con ubiquitina las
proteinas actla el proteasoma, un complejo protienidentifica las proteinas unidas a
ubiquitina y las degrada (Kraet al, 2007). En este trabajo, se indujeron dos prasein
pertenecientes a la familia E2 (C04035F10 y C34DB)B7 proteinas de la familia E3
(C06022A03, ICOAAA47CF03, CO08033H03, ICOAAA11BBO3KNOAAQ4YDO4,
ICOAAAG65CC10 y ICOAAA16DBO01), una poliubiquitina @B010E08) y dos proteinas del
proteasoma (C32003H11 y C31204B08). En el casocadebscision, la degradacion de
proteinas mediada por ubiquitina podria estar i@ada no sélo con la eliminaciéon de
proteinas dafiadas o innecesarias sino tambiénacelintinacion de proteinas represoras
del proceso. Este tipo de activacion de respuestesvés de la desrepresion mediada por
protedlisis dependiente de ubiquitina ha sido pm@ente descrita en otros procesos, como

en la percepcién de la sefial de auxinas (Kepingkiyger, 2005).

Este estudio permitid identificar diferentes pnoesi de tipo quinasa y fosfatasa. Este
tipo de enzimas fosforilan o desfosforilan protsim@ausando cambios en la actividad
enzimatica, la localizacion celular o la asociaciéon otras proteinas, y son muy
importantes en procesos de sefalizacion (Hunt®5)1€l etileno indujo 17 unigenes que

codifican proteinas de tipo quinasa, de los cualesaimero importante pertenecian al
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grupo ‘serine/threonine kinaselTdbla 10). Esta clase de proteinas amplifican las sefiales
extracelulares por medio de cascadas de fosfdilagior lo que podrian estar implicadas
en la transduccion de sefiales mediada por etiled@ £AC. Las proteinas quinasa de tipo
receptor (RLK; ICOAAA20DC09, C20008D03, ICOAAA2AFO8 C34003HO08) y las
proteinas con repeticiones de leucina (LRR; ICOA2ZB&01, C08038F02 y C04030G06),
gue pueden unirse a quinasas y adquirir actividadigb receptor, son especialmente
interesantes. La abscision de 6rganos floralesrahidopsis thaliangarece estar regulada
por una receptor-quinasa rica en leucina denomindd&SA ya que las plantas
transgénicas que expresan este gen en antiseméigentan retraso en la abscisién (&0n
al., 2000). Un estudio reciente (Chbal, 2008) propone que la accién secuencial de los
receptores de tipo quinasa denominados HAESA y H&H& 2 y las MAP quinasas
MKK4 y MKK5 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinayy MPK3 y MPK6 (Mitogen-
Activated Protein Kinase) regula la separacionlaelan la zona de abscision de 6rganos
florales deArabidopsis thalianaEn relacion a las fosfatasas inducidas durardgetigacion

del proceso con etileno, cabe destacar el gen @22, que codifica una proteina de tipo
‘purple acid phosphatase’. En un trabajo recideteato a cabo eNicotiana tabacumlos
autores sugieren que la sobreexpresién de unddsafde este grupblifPAP139 promueve

la actividad celulosa y calosa sintasa en el aptpléKaidaet al, 2010). LaNtPAP12
reduce la actividad dg-xilosidasas y3-glucosidasas, lo que provoca una acumulacién de
oligosacaridos en el apoplasto, y son estos ol@oios los que actian como efectores de
la celulosa y calosa sintasas (Hayashal, 1987). La induccién de este tipo de fosfatasa en
la ZAC concuerda con la induccién de las dos cedkintasas (C16012C03 y C05070F01)
que, como ya se ha comentado, podrian estar irdgkcan la expansion celular observada

en la ZAC en la Ultima etapa de la abscision.

En relacion al control de la transcripcion, elestd regulé un nimero importante de
factores de transcripcion pertenecientes a difesefatimilias, algunas de las cuales han sido
relacionadas previamente con el proceso de ahbsqiabla 11). Se indujeron de forma
significativa genes con homologia a factores de fewilias bHLH (C34001DO01,
C08014B07, ICOAAASCBO08 y C04015F06) y MADS-box (@©aZDO01). Los factores
transcripcionales bHLH son muy importantes en et de la identidad de los distintos
tejidos que forman la zona de dehiscencia del fdgoArabidopsis asi como en la
lignificacion de la misma (Lewigt al, 2006). INDEHISCENT (IND) es un bHLH
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necesario para la separacion de las valvas del die\rabidopsisy que, ademas, controla
la diferenciacion de zonas de separacion lignifisaeh los margenes de la valva (Liljegren
et al, 2004). Analisis genéticos han demostrado que,INDto con los MADS-box
redundantes SHATTERPROOF 1 (SHP1) y SHP2 y ALCATRAZPATULA, otros dos
factores bHLH, forman una red que controla la it y la dehiscencia de los margenes
de la valva (Heisleet al, 2001; Liljegrenet al, 2000; 2004; Rajani y Sundaresan, 2001).
Un factor de transcripcion MYB (C34004C09) tambigparecié inducido en la ZAC.
Algunos miembros de esta familia han sido reladosacon la lignificacion durante la
dehiscencia de las anteras (Steiner-Lagigal, 2003; Zhuet al, 2004). En base a estos
resultados, es posible que estos tipos de factoiésH, MADS-box y MYB) pudieran
controlar alguno de los procesos que se desarretlata ZAC, ya que existe una alta

similitud entre los procesos de abscision y dehiseg(Ferrandiz, 2002).

Otras familias transcripcionales que fueron recagagor el etileno en la ZAC son:
factores con dominio ‘HD-Zip’ (C02021F02, ICOAAAS56GID3 y C31809D05), factores
con dominio ‘TCP’ (ICOAAA34DF02, ICOAAAS5DG09) y &ores de la familia NAC
(NAM/ATAF/CUC; C08037H04; C04033H06; ICOAAAB4AA06 NCOAAABBDAOS). No
se conocen precedentes de estas familias en melagiiocesos de separacién celular, lo
gue sugiere la posible existencia de factores aestripcion no identificados hasta el

momento que podrian ser importantes en el contdgbrbceso de abscision.

Por otra parte, el etileno reprimié la expresiénutefactor de transcripcion de la
familia ‘DNA binding with one finger' (DOF; ICOAAABCF12) cuyo ortdlogo de
Arabidopsispresenta una alta homologia con el factor de drggeséon AtDOF4.7. En un
trabajo previo, Weiet al (2010) demostraron que en las plantas transgenice
sobreexpresabaAtDOF4.7 no se producia disolucion de la lamina media erolaa de
abscisién de los érganos florales y, como consexiaieno se producia la abscision. Los
autores comprobaron que AtDOF4.7 se unia al pramo® la poligalacturonasa
PGAZAT relacionada previamente con el proceso de absdi&onzalez-Carranzet al,
2002), y reprimia su expresion. Este factor, adenmweractuaba con el factor de
transcripcionAtZFP2 implicado en la abscision de los estambresAdsbidopsis(Cai y
Lashbrook, 2008). Estos resultados sugieren AEOF4.7 participa en el control de la

abscisién como parte de un complejo transcripcigoal regula directamente la expresion
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de enzimas que participan en la remodelacién gared celular. Por tanto, la represion de
ICOAAA75CF12 podria estar relacionada con la indrtcle poligalacturonasas observada
en la ZAC (ICOAAA85AB02, ICOAAAG67DGO09, ICOAAAL9CAOR C01018A12).

La Tabla 11 incluye factores de transcripcidn relacionados t®nrespuesta a
diferentes hormonas. Algunos trabajos hacen refexem la existencia de interacciones
entre diferentes hormonas dentro de la compleja dedfactores que puede estar
controlando el proceso de abscision (Binder y Paite 2009; Nemhauset al, 2006;
Taylor y Whitelaw, 2001). La abscisién es un proces el que el etileno actia como
elemento inductor o acelerador y las auxinas cotemento represor o ralentizador
(Robertset al, 2002; Taylor y Whitelaw, 2001). En concordancian este balance
hormonal entre el etileno y las auxinas, se detesg@ilacion de la expresidon de genes
relacionados con la respuesta o sefializacién dashdrmonas. Asi, destaca la induccion
en la ZAC de cinco factores de transcripcion deiesta a etileno (ERF), de los cuales tres
se inducian a las 12 y 24 h de tratamiento (C31664BC0AAA52AF07 y C31303G04) y
dos solamente a las 12 h (C08037B08 y C31405C1Djel&acion a la respuesta a auxinas,
se indujeron en la ZAC tanto factores de transi@ipactivadores de la respuesta a auxinas
(ARF) como represores de la expresion de proteiRis (Aux/IAA). La induccién de dos
represores Aux/IAA (ICOAAA19AG08 y C05131B01) juntmon la represion de un
transportador de auxinas PIN (ICOAAA7CC10) es eslplerteniendo en cuenta el papel
antagonico del etileno y las auxinas en la zonaaldgcision durante el proceso. Sin
embargo, un factor Aux/IAA se reprimid (KNOAAI2DBLY se indujeron tres genes que
codifican factores ARF (KNOAAP8YNO1, C04015B03 y8D18D07). Trabajos previos
(Gasparet al, 1978; Jaffe y Goren, 1979) demostraron un inergmtransitorio en el nivel
de auxinas que se asocié a la expansion celulantiuel proceso de separacion. Otros
trabajos (Rayle y Cleland, 1992; Vanderhoef y Dut881; Vissenberget al, 2001)
sugieren la participacion de las auxinas en laggoidn celular durante otros procesos
fisiolégicos. Por tanto, es posible que la represié determinados factores Aux/IAA y la
induccion de factores ARF especificos estén refaclas con la regulacion de proteinas
implicadas en el proceso de elongacion durantészision de frutos. Ademas, algunos
trabajos recientes (Ellist al, 2005; Okushimat al, 2005a, b) sugieren que diferentes
factores ARF (ARF1, ARF2, ARF7 y ARF19) actian cauundancia parcial como

promotores de la abscision.
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Por Ultimo, se detectd induccion en la ZAC de dastdres de transcripcion
relacionados con la sefializacion por acido absc{#i@A). A las 12 h de tratamiento se
inducia el gen C08022H08, cuyo ortdlogo Almbidopsis thalianacodifica el factor de
transcripcion HY5 (LONG HYPOCOTYL 5), que promuelze expresion deABI5, un
factor de transcripcién relacionado con la sefiailfl@mapor ABA durante el desarrollo de las
semillas (Chert al, 2008). El factor de transcripcion HY5 tambiéprpueve la expresion
de proteinas Aux/IAA (Cluiset al, 2004), lo que concuerda con la induccion antes
comentada de este tipo de factores de transcripdi@mbién se indujo un factor de
transcripcion VP1/ABI3 (ICOAAA43CAl1l) que, al iguadue ABI5, actia como
intermediario en la regulacion de la expresion daeg inducibles por ABA durante el

desarrollo de la semilla (Lazarogaal, 2002).

Ademas, de estos factores de transcripcion reladws con la regulacion de la
sefializacion hormonal, se indujeron genes implisadola biosintesis de hormon@alfla
12). Es el caso de C02019D04, que codifica una ACidasa, enzima implicada en la
sintesis de etileno, y C16011H01 que codifica upaxantina epoxidasa (ZEP), enzima
relacionada con la sintesis de ABA. Existen diversstudios que implican al &cido
abscisico, junto al etileno, en el proceso de alistifoliar en citricos (Goren, 1993).
Gobmez-Cadenast al (1996) demostraron que la biosintesis de ABA &nrhices de
plantas de mandarino Cleopatara bajo condicionesilés hidrico severo es necesaria para
que se desencadene el proceso de abscision fobalylando la sintesis y acumulaciéon de
ACC en las raices. Un estudio reciente (Ogatval, 2009) sugiere que el ABA junto con
el etileno y el acido jasmonico desempefia un pag@brtante en la abscision de drganos

florales deArabidopsis thaliana

El etileno reguld la expresibn de una serie de gemglacionados con la
destoxificacion de especies reactivas del oxigR®@S) en la ZACTabla 13). Dentro de
este grupo se encontraban inducidos genes quecamdiflutation S-transferasas, catalasas,
tiorredoxinas, glutarredoxinas o proteinas tipoaletioneina. Las especies reactivas del
oxigeno estan implicadas en diferentes procesdsiyyendo la respuesta a estreses biéticos
y abidticos, la muerte celular programada, el deBaro la sefializacion hormonal (Kwak
et al, 2006; Sakamotet al, 2008). Durante el proceso de abscision se pesdaspecies

reactivas del oxigeno (Michaedit al, 2001; Sakamotet al, 2008) y, ademas, algunos
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trabajos han demostrado el aumento de peroxidadaszena de abscision (Gahagsral,
1968; Henry, 1975). Otros estudios han relaciondidtectamente el etileno con la
sefializacion ROS (D'Haezet al, 2003; Desikaret al, 2005). Sakamotet al. (2008)
proponen que las especies reactivas del oxigersepusctuar como intermediarios entre el
etileno y la expresién de genes relacionados caledmadacion de la pared celular durante
el proceso de abscison. Por tanto, la inducciderebda en la ZAC de genes relacionados
con proteinas que destruyen estas especies puenter @mo consecuencia de su

sobreproduccion.

La abscision es un proceso que produce una heasi@ltdesprendimiento del 6rgano.
Esta herida es un lugar propicio para el ataqueattigenos, por lo que la planta activa una
serie de rutas defensivas como medida preventishdiRset al, 2002). En relacién a este
aspecto, encontramos varios genes inducibles pmésebidtico que aumentaron su
expresion durante el tratamiento con etileno edA& (Tabla 14). Se indujeron cuatro
genes que codifican quitinasas (C31005C03; C31100BB4101G09 y C32009D05) y
una proteina PR (Pathogen-Related protein; C3128BAMhzimas que se han relacionado
con la abscision ePhaseolus vulgarigLim et al, 1987; del Campillo y Lewis, 1992).
También se indujeron dos genes (ICOAAA29DGO03 y @3ED7) que codifican
inhibidores de proteasas y un gen (C18025F01) oamlogia a una proteina de resistencia

a enfermedades de tipo NBS-LRR (nucleotide-binditeyleucine-rich repeat protein).

Atendiendo a la categoria de transporte, la suboste de transporte intracelular de
vesiculas present6 un elevado nimero de represesitagulados por el etileno en la ZAC.
La Tabla 15 recoge genes que codifican proteinas relacioneatagl trafico intracelular,
como las proteinas COPI y COPII (Coat protein caxply 11), las adaptinas, la clatrina,
las GTPasas o las proteinas SNARE (Soluble N-etidgimide-sensitive factor activating
protein receptor). Este tipo de proteinas podriatareimplicadas en el transporte
extracelular de proteinas necesarias para la rdawdie de la pared celular y la lamina
media, tal y como se ha comentado anteriormertenyel aporte de mondémeros de lignina
y cutina al plano de fractura. La posible funciée &stas proteinas en el proceso de

abscision de los frutos citricos se discute conandgtalle en el Capituly .
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En resumen, el analisis de expresion génica glekaliesto en el presente capitulo
proporciona una amplia visién de los principalescpsos bioldgicos y moleculares que
podrian estar relacionados con la abscision dedreitricos. Ademas, la utilizacién de la
microdiseccidn asistida por laser para aislar (mérste células de un tejido muy
especializado, como es la zona de abscision, cenfian especificidad a los resultados
obtenidos. A este respecto, cabe destacar tambees|la primera vez que se aplica esta

técnica al estudio de la abscision en frutos deegpacie con importante valor agronémico.

Este trabajo ha permitido identificar nuevos gemersenecientes a familias descritas
previamente como importantes en relacion a la sidscio a los procesos de separacion
celular en general. Se han identificado nuevos ggeetenecientes a las familias mas
estudiadas en relacidn al metabolismo de la pagkdac y algunos genes relacionados con
la respuesta a hormonas implicadas en el procemmbiEn se han identificado nuevos
factores de transcripcion de familias previamemsiecedas a los procesos de separacion,
asi como nuevos genes relacionados con procesossnestudiados en relaciéon a la
abscision, como la transduccién de la sefial oaglsporte intracelular de vesiculas. Por
tanto, aunque muchas de las familias génicas estasliya habian sido asociadas a la
abscisién o a los procesos de separacién celalarayoria de los genes identificados no se

habian relacionado con la abscisién en citricos.
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3.5. Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo hanitjger obtener las siguientes

conclusiones:

1) El desarrollo del proceso de abscision es comjmeb variedades diferentes de
naranjo dulce Citrus sinensigL.) Osb. cv. ‘Washington Navel' y cv. ‘Navel Riate’]
bajo tratamientos promotores distintos [etileno () y ACC (0.1 mM)]. La cinética de
abscisién y la deposicion de lignina concomitatavance del proceso de abscision son
analogas en ambos casos.

2) El estudio morfolégico y anatdémiate la zona de abscision C (ZAC) ha permitido
delimitar los cambios especificos que se produceivel celular durante el proceso de
abscision en frutos. La ZAC de frutos citricos esténpuesta por 10-15 capas celulares
organizadas en dos areas celulares facilmentengiisiles: una con apariencia
meristematica en la parte proximal de la ZAC y oica en granulos de almidon en la parte
distal de la ZAC. En la ZAC de los frutos citricsis produce expansion celular en la parte

proximal (tejido parenquimatico) y distal (hacesaares).

3) El tratamiento con etileno induce en la ZAC laresn de un gran nimero de
genes que codifican enzimas hidroliticas de lacasdular y proteinas implicadas en la
biosintesis de polisacaridos de pared que partiagpaa disolucion y en la expansion de la

pared celular, respectivamente.

4) Los resultados referentes a la sintesis de liggineutina sugieren que estos
polimeros se sintetizan y depositan en la ZAC derda activacion del proceso de
abscisién para facilitar la rotura mecanica deA&L 2 sellar la herida que se produce tras
la abscisién, respectivamente.

5) La activacion de la abscision implica un recantgoproteinas en la ZAC que es

producto de la induccion tanto de genes de bioggdesproteinas como de protedlisis.
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6) Paralelamente a la sintesis de proteinas y atless de polimeros extracelulares,
se activa el transporte intracelular de vesicllate transporte podria estar relacionado con
el aumento de sistemas membranosos asociado adaiah, con el aporte extracelular de
enzimas necesarias para la separacion celular elcaporte de monémeros de lignina y
cutina al plano de fractura.

7) Otros procesos destacados durante la activacidm aescision son el control de la
transcripcion, que incluye tanto a familias génigasdescritas (MADS-box, bHLH o
MYB) como a varias familias nuevas (HD-Zip, TCP A®), o la transduccion de sefiales,
qgue incluye genes que codifican proteinas de tyinaga o LRR-RLK. Otros procesos
activados durante la abscision son la biosintesefializacion hormonal, la destoxificacion

de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la defieeste al ataque de patégenos.
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IV. Identificacién de genes relacionados con el tfiwo
intracelular de vesiculas en la zona de abscision C
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4.1. Introduccién

El trafico intracelular de proteinas se encuentsreechamente relacionado con
diversos procesos bioldgicos, como el desarrollolad@lanta, la respuesta a estreses
biéticos y abidticos o la sefalizacion mediadaffiohormonas. Esto es debido a que tales
procesos bioldgicos requieren cambios en la digtidm espacial y temporal de proteinas
en las células (Geldner, 2004; Hwang, 2008; Roka2@07).

La transferencia de material entre organulos esedliada por vesiculas que,
continuamente, se forman en una membrana y senfusien otra. Cada eventie
transporte de vesiculas se divide en cuatro fasagmles que incluyen: la formacién de la
vesicula en el organulo donador, el transporteahaekcorganulo receptor, el anclaje en la
membrana y, finalmente, la fusién (Bonifacino ydR)i2004; Mellman y Warren, 2000).
Estas etapas se encuentran altamente reguladasl colnjetivo de asegurar que cada

vesicula generada alcanza el compartimento receptecto.

El trafico intracelular de vesiculas comprende diias principales: la secrecién y la
endocitosis. La ruta secretora representa la jpahaiia de biosintesis donde las proteinas
recién sintetizadas son etiquetadas un péptido-sefial en el reticulo endoplasmékEs)

y transportadas al aparato de Golgi y, posteriotejenla membrana plasmatica (MP) o a
la matriz extracelular (MEC). Contrariamente, laarendocitica representa un flujo de
material desde la MP/MEC hasta la vacuola a trdedl®s endosomas. Alternativamente a
estas dos rutas principales, existen varias rugasrahsporte retrégrado mediadas por
sefiales que constituyen un mecanismo de reciglapateinas desde las Ultimas etapas de
la ruta secretora y endocitica. Ademas, estas alt@sativas sirven para dirigir el trafico

de proteinas nuevas desde la ruta secretora hasdadola (Basshaat al, 2008).

En la formacién de las vesiculas de transportecgzah las proteinas de cubierta
(Bonifacino y Lippincott-Schwartz, 2003; Kirchhanse2000; McMahon y Mills, 2004).
Las cubiertas proteicas son estructuras dindmicasdgforman la membrana en sitios
especificos del organulo donador y permiten lardibén de la vesicula recubierta. Estas
proteinas de cubierta son reclutadas desde elotit@ia la membrana donadora por
pequefias GTPasas de las familias Arfl y Sarl, egelan el ensamblaje de las mismas

(Springeret al, 1999). La primera proteina de cubierta idergdi fue la clatrina (Pearse,
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1975). Las vesiculas de clatrina derivan, fundaaiem@nte, de la membrana plasmatica o
de la redrans-Golgi (TGN;transGolgi network), una red extensa de membrana sitead

la caratrans de Golgi, y son transportadas hasta los endosd@a&n et al, 2004).
Estudios posteriores identificaron diferentes cajgsl proteicos, COPI (coat protein
complex I) y COPII (coat protein complex 1), quedrvienen en la primera etapa de la ruta
secretora. COPI actla, principalmente, en el temsplesde el aparato de Golgi hasta el
RE o entre las propias cisternas de Golgi, miemfuesCOPII interviene en el trafico desde
el RE hasta el aparato de Golgi (Barlostel, 1994; Letourneuet al, 1994; Waterst al,
1991).

Las vesiculas generadas son transportadas a swod@stl por difusion o a través del
citoesqueleto. La interaccién inicial de la vesictibn la membrana receptora esta mediada
por complejos proteicos denominados factores déjeng por pequefias GTPasas de la
familia Rab, y determinan, conjuntamente, el recon@nto especifico entre la vesicula de
transporte y la membrana diana (Sztul y Lupashi®62 Whyte y Munro, 2002).
Finalmente, la fusion de la vesicula a su membrdiama se produce gracias a la
intervencidn de las proteinas transmembrana SNAREifle N-ethylmaleimide-sensitive

factor attachment protein receptor) (Solleeal, 1993).

Algunos trabajos sobre el proceso de abscisibn,aduss en observaciones
ultraestructurales de la zona de abscision (Adtid882; Sextoret al, 1977; Valdovinos
et al, 1972), han revelado que a medida que avanzeplaracion celular se produce un
incremento en la cantidad de reticulo endoplasmatigoso (RER), de vesiculas y de areas
de Golgi en las proximidades de la pared celulatoscambios celulares sugieren que la
abscisién requiere un aumento de la demanda deadpimaria secretora del sistema de
endomembranas. Los autores sugieren que estaetretara podria aportar las enzimas

especificas de la abscision en la zona de separacio

En un trabajo reciente llevado a cabofeabidopsis thalianalLiljegrenet al. (2009)
observaron que una mutacion recesiva, que bloquieabascision de 6rganos florales,
afectaba la funcion de una proteina Arf-GAP (ADBbsylation factor GTPase activating
protein), familia proteica que regula la actividde las Arf-GTPasas (ADP-ribosylation
factor GTPases) de cubierta. La proteina, llama@sdBRSHED (NEV), se localizaba en la
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red transGolgi y en los endosomas. Ademas, las célulasad@Al de los mutantesev
presentaban defectos en el aparato de Golgi yaurawdacion de vesiculas junto a la pared
celular. En base a los resultados obtenidos, ltiseaisugieren que la actividad de NEV es
necesaria para el trafico de moléculas implicadak eseparacion celular. Posteriormente,
Leslie et al (2010) observaron que la mutacion denominaslarshedrestauraba la
abscision en las florasey lo que implica que EVERSHED, que codifica unangsa de
tipo receptor LRR (LRR-RLK), actuaria como inhibidie la abscisién y participaria en la

regulacion del trafico de membrana durante el moce

En el presente capitulo se han analizado los eerfle expresion en la zona de
abscisién C (ZAC) y en la corteza del fruto (CFutleamplio grupo de genes relacionados
con el trafico intracelular de vesiculas y se hafyprdizado en el estudio de su posible
participacion en el proceso de abscision ya quetalel momento, el conocimiento a nivel

molecular que existe al respecto es limitado.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Material vegetal y tratamientos

El material vegetal y los tratamientos vitro a los que se hace referencia en este

capitulo son los descritos en el apartadhl

4.2.2. Clasificacion y andlisis de perfiles de ex@sién de genes relacionados con el

transporte intracelular de vesiculas

Los genes relacionados con el trafico de vesiaejaesentados en la micromatriz de
20 K de citricos (Martinez-Godagt al, 2008) utilizada en este estudio se seleccionaron
utilizando los datos de homologia con los genesdmdidopsis thalianaasociados a este
proceso biolégico. Mediante el modulo BLASTN debgnama BLAST (Altschukt al,
1990) se recuperaron sistematicamente los EST&rdms depositados en la base de ESTs
(dbEST) del GenBank que mostraban una homole@®% y una cobertura de secuerkia
10% para cada gen, los cuales se ensamblaronantilizel programa CAP3 (Huang y
Madan, 1999), bajo los pardmetros establecidosebgrograma. De esta manera, se
obtuvieron las secuencias CDS (CoDing Sequencepledas o parciales para cada uno de
los genes asociados al trafico intracelular decudess$ representados en la micromatriz
utilizada en el estudio. Por dltimo, se compardasrsecuencias de estos genes con la base
de datos del NCBI (National Center for Biotechnglog Information,
www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el médulo BLASTX ge clasificaron los genes en
familias segun el ortélogo derabidopsis thalianaCon el objetivo de determinar la posible
especificidad de estos genes durante el proceabsitision, se compararon los perfiles de

expresién en la zona de abscisién C y en la codekfuto.
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4.3. Resultados

4.3.1. Estudio de los perfiles de expresién de geneelacionados con el trafico

intracelular de vesiculas enla ZAC y en la CF

Una parte importante de los cambios asociados abdaision activada por etileno
estan relacionados con el transporte intraceldaresgiculas (veFabla 4, Capitulolll ). A
continuacion, se exponen los perfiles de expresiéngenes relacionados con dicho

transporte en la ZAC y en la CF.

4.3.1.1. Proteinas implicadas en la formacién de sigulas en los organulos

donadores

El etileno regulo la expresion de genes relaciosamm los complejos proteicos que
constituyen la cubierta de las vesiculas duranferseacion en los organulos donadores asi
como la expresion de genes que codifican pequeii@asas que regulan la actividad de
dichas proteinas de cubierta. Dentro de este gilepproteinas, cabe resaltar también los
cambios de expresién que experimentaron algundsipas reguladoras de la actividad de
las GTPasas de cubierta. Tabla 16 agrupa estos genes y muestra la homologia génica

mas elevada cofirabidopsis thaliana

Tabla 16. Listado de genes relacionados con la formacionveliculas de trafico intracelular regulados

significativamente por el etileno durante la abéoisle frutos.

. . Homologia génici A.thaliana
ID? CFGP singleton/contid Nombre BLASTX score
(AGI locus)

Complejos de cubiert:

Putative beta-adaptin

KNOAAP1YP16 aKNOAAP1YP16FM1_c Citp-Adaptin (ATAG23460) 8,0E-82
. . . Putative clathrin coat assembly
C34010E12 aCL4031Contigl Citp1-Adaptin protein (AT1G60780) 5,0E-153
Clathrin assembly protein
ICOAAA2ABO4 alCOAAA2ABO4RM1_c  Cityl-Adaptin complex 1 gamma-2 large chain 0,0E+00

(AT1G60070)

2EST impreso en la micromatriz
b CFGP: Spanish Citrus Functional Genomics Project
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Tabla 16 (continuacién de la pagina anterior).

. X Homologia géniceA.thaliana
ID? CFGP singleton/contid Nombre BLASTX score
(AGI locus)

Complejos de cubierta

Putative clathrin coat

C02026H10 aCL8923Contigl Cite2-Adaptin  assembly protein 5.0E-72
(AT1G47830)
Clathrin adaptor complex
KNOAAP10YDO02 aKNOAAP10YDO2FM1_c Cite3-Adaptin  small chain family protein 3.0E-63
(AT3G50860)
Clathrin adaptor complex
C04019C02 aCL8883Contigl Cito4-Adaptin ~ small chain family protein 2.0E-72
(AT2G19790)
. e Putative clathrin heavy chain
ICOAAA71AF06 aCL1690Contigl CitTriskelion (AT3G11130) 0.0E+00
’ ’ Putative protein transport
ICOAAA5ADO4 aCL7834Contigl CitSec23 factor (AT4G01810) 0.0E+00
Putative coatomer protein
C02011G02 aCL7242Contigl Cita-COPI complex, subunit alpha 1.0E-170
(AT1G62020)
. Putative coatomer complex
C05001C06 aC05001C06SK_c Citp’-COPI subunit (AT1G52360) 6.0E-126
. Putative coatomer gamma-2
C31109C04 aC31109C04EF_c Cit)2-COPI subunit (ATAG34450) 0.0E+00
GTPasas de cubierta (Arf-GTPases; ADP-ribosylation factor GPases)
. ADP-ribosylation factor
C31004D09 aC31004D09EF_c CitArfALf (AT1G10630) 5.0E-84
Arf-GEFs (ADP-ribosylation factor GTP-exchange factors)
Guanine nucleotide
C31806H05 aCL5288Contigl CitBIG2 exchange factor-like protein 0.0E+00
(AT3G60860)
Arf-GAPs (ADP-ribosylation factor GTPase-activating proteins)
ADP-ribosylation factor
. . GTPase-activating protein -~
C31505F05 aCL2674Contigl CitAGD5/NEV (AT5G54310, 8.0E-117
NEVERSHED)
ADP-ribosylation factor
C04035C01 aC04035C01SK_c CitAGD8 GTPase-activating protein 1.0E-147
(AT4G17890)

2EST impreso en la micromatriz
b CFGP: Spanish Citrus Functional Genomics Project

El tratamiento con etileno indujo la expresién asalamente en la ZAC de dos genes
gue codifican proteinas adaptadoras de clatrindaptanas (APsCitpul-Adaptiny Citgs-
Adaptin y un gen que codifica la subunidad ‘triskelioré tbs complejos de clatrina
(CitTriskelion) (Figura 24). Otros dos genes correspondientes a ABi&Z-Adaptiny
Cite3-Adaptin se reprimian exclusivamente en la ZAC, mientras Gite4-Adaptiny
Cit)i-Adaptinse reprimian tanto en la ZAC como en la CF. Eaciéh a los complejos
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COP-I (Coat Protein Complex I) y COP-II, los gem@tSec23y Citf’-COPI se inducian
exclusivamente en la ZAGita-COPI se inducia en la ZAC y en la CFGjt)2-COPI se
reprimia exclusivamente en la ZAC. Por otra patgenCitArfAl, que codifica una Arf-
GTPasa, se inducia exclusivamente en la ZAC. Fimaley un gen correspondiente a una
Arf-GEF (CitBIG2) se inducia en la ZAC y en la CF y los ge@\GD5 (CitNEV) y
CitAGD8 que codifican Arf-GAPs, se inducian o reprimiaspectivamente, en la ZAC y
en la CF.

CELULAS DE LA ZONA DE CELULASDELA
ABSCISION DEL FRUTO CORTEZA DEL FRUTO

TIEMPO TRAS EL TRATAMIENTO CON ETILENO (h)

0 12 24 0 12 24
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aC31109CO4EF_c (Cit y2-COPI)
aCL7242Contigl ( Cita-COPI)
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Figura 24. Perfiles de expresion de genes relacionados cdoriisacion de vesiculas de trafico intracelular
regulados significativamente en las células deA& %/o de la CF. La escala de colores representavel de
expresion a las 12 y 24 h de tratamiento con etitespecto a las 0 h en la ZAC o en la CF [MXB8C/ZACo)

0 M=log(CR/CRy)].
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4.3.1.2. Proteinas implicadas en la fusion de mendras

La Tabla 17 agrupa diferentes genes regulados significativéenpar el etileno que

codifican proteinas implicadas en la fusién deardaé en los sistemas de endomembranas

de destino. Esta tabla recoge, ademas, los get@sgms deArabidopsis thalianacon

mayor significacion (BLASTX score).

Tabla 17. Listado de genes relacionados con la fusién dewes en el sistema de endomembranas regulados

significativamente por el etileno durante la abéoisle frutos.

Homologia géniceA.thaliana

ID? CFGP singleton/contid Nombre BLASTX score
(AGlI locus)
Rab-GTPasas
: . Putative Ras-related GTP-binding
KNOAAH1AH10 aCL1125Contigl CitRabA2a protein (AT1G02130) 2.0E-95
. ’ Putative Ras-related GTP-binding
C34104C09 aCL3098Contig2 CitRabA5c protein (AT2G43130) 6.0E-94
. . Putative Ras-related GTP-binding
KNOAAL1ADO4 aCL9458Contigl CitRabA6a protein (AT1G73640) 1.0E-79
. . Putative ras-related GTP binding
C05075E05 aCL4527Contigl CitRabA1ld protein (ATAG18800) 1.0E-104
’ Putative GTP-binding protein 3
C08001C01 aC08001C01SK_c CitRabC1 (AT1G43890) 2.0E-96
) . GTP-binding protein :
C31202D08 aCL3353Contigl CitRabD2a (AT1G02130) 5.0E-104
. . Small GTP-binding protein .
ICOAAA73CC12 aCL1584Contig3 CitRabElc (AT3G46060) 1.0E-83
. GTP-binding protein
C34104A03 aC34104A03EF_c CitRabH1b (AT2G44610) 1.0E-99
’ GTP-binding protein :
C31101G01 aC31101GO01EF _c CitRabH1e (AT5G10260) 6.0E-104
Proteinas de la familia SM (Sec1-Munc)
CO1006F12 aCL8448Contigl CitKEULE SNARE-interacting protein 0.0E+00

KEULE (AT1G12360)

SNAREsS (solubleN-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protei receptors) y proteinas asociadas

ICOAAA44CFO06 aCL2Contig16
C16016D06 aCL8428Contigl

C34208H12 aCL2799Contigl

CitSYP43

CitSYP132

CitSYP51

Putative syntaxin protein

(AT3G05710) 20E-131
Putative syntaxin protein g
(AT5G08080) 4.0B-84
Putative syntaxin protein g
(AT1G16240) 2.08-85

2EST impreso en la micromatriz

b CFGP: Spanish Citrus Functional Genomics Project
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Tabla 17 (continuacién de la pagina anterior).

. . Homologia génicaA.thaliana
ID? CFGP singleton/conti§ Nombre BLASTX score
(AGlI locus)

SNAREsS (solubleN-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment protei receptors) y proteinas asociadas

USE1 domain-containing protein

C31501E12 aC31501E12EF ¢ CitUSE12 (ATSGaa000) 3.0E-66
C08038F09 aC08038F09SK_c CitvTI12 ;ﬁg'ﬁ rzoc'ggt'gr'“(ﬁgggg%‘;m 1.0E-79
C31404C08 aCL3580Contigl CitSec22 ?Aﬁg’i‘g’gi” transporter 3.0E-110
C31401C06 aCL2744Contigl CitYKT61 &"gg;iggﬁ‘g)mei” YKT61 4.0E-99
C31107HO7 aCL5686Contigl CitPvad? Putative membrane associated 6.0E-90

protein (AT4G21450)

2EST impreso en la micromatriz
b CFGP: Spanish Citrus Functional Genomics Project

Dentro del grupo de las GTPasas de la familia Rabgene<itRabA5¢ CitRabA2a
y CitRabD2ase inducian exclusivamente en la ZAC, mientras ejugenCitRabElcse
reprimia en la ZACKigura 25). Por otra parte, tres Rab-GTPasagRabH1e CitRabH1b
y CitRabA6a se inducian tanto en la ZAC como en la CF, mié&ntque los genes
CitRabAldy CitRabC1se reprimian en ambos tejidos. El g¢tKEULE, perteneciente a la
familia SM, se indujo exclusivamente en la ZAC.dhmente, en relacién a las proteinas de
tipo SNARE, tres gene€{tSYP132CitSYP43y CitPva4) se inducian exclusivamente en
la ZAC, otros tres gene€itUSE12 CitYKT61y CitSec22 se reprimian exclusivamente en
la ZAC y dos geneQitSYP51y CitVTI12) se reprimian tanto en la ZAC como en la CF.
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CELULAS DE LA ZONA DE CELULASDE LA
ABSCISION DEL FRUTO CORTEZA DEL FRUTO

TIEMPO TRAS EL TRATAMIENTO CON ETILENO (h)

0 12 24 0 12 24
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aCL9458Contigl ( CitRabA6a)
aCL4527Contigl ( CitRabAld )

aC08001C01SK_c (CitRabC1)
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aCL8428Contigl ( CitSYP132)
aCL2Contigl6 ( CitSYP43)
aCL5686Contigl ( CitPva42)
aC31501E12EF ¢ (CitUSE12)
aCL2744Contigl ( CitYKT61)
aCL3580Contigl ( CitSec22)
aCL2799Contigl ( CitSYP51)
aC08038F09SK_c ( CitVTI12)

Relacién de expresion [log (ratio)]

Figura 25. Perfiles de expresion de genes relacionados cfusilan de vesiculas regulados significativamente e
las células de la ZAC y/o de la CF. La escala deres representa el nivel de expresion a las 12 y 2le
tratamiento con etileno respecto a las 0 h en i@ B4n la CF [M=log(ZAC/ZAC,) 0 M=log,(CR/CR)].
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4.3.1.3. Otras proteinas implicadas en el traficaontracelular de vesiculas

La Tabla 18recoge diferentes genes que codifican pequenassaERproteinas ‘Arf-
like’ y Rho GTPasas), proteinas asociadas a @dpsin’), proteinas relacionadas con la
formacion de vesiculas en los endosomas (ATPasdlyKjDinasas de tipo receptor LRR y
otras proteinas relacionadas con la endocitossssgtrecion. Junto a cada gen de citricos

aparece el correspondiente ortélogdddabidopsis thaliana

Tabla 18.Listado de genes relacionados con el traficodetrdar de vesiculas regulados significativamentesh

etileno durante la abscisién de frutos.

A . Homologia géniceA.thaliana
ID? CFGP singleton/contid Nombre BLASTX score
(AGI locus)

ARLs (Arf-like proteins)

ADP-ribosylation factor-like

KNOAAI2BDO7 aKNOAAI2BDO7FM1_c CitArlAla protein (AT5G37680) 2.0E-93
) . GTP-binding protein g
C08018D11 aCL9385Contigl CitArIB1 (AT5G52210) 3.0E-90
. . Putative ADP-ribosylation factor
KNOAAL3AFO03 aCL8603Contigl CitArfE1 (AT2G24765) 5.0E-86
. Putative ADP-ribosylation factor
C32012E11 aC32012E11EF ¢ CitArlC1 (AT2G18390) 3.0E-86
Rho GTPasas
B Rac-like GTP-binding protein g
C16015D09 aC16015D09SK_c CitROP11 (AT5G62880) 2.0E-93
) . Rac-like GTP-binding protein g
C34201D03 aCL1882Contigl CitROP4 (AT1G75840) 1.0E-90
Otras proteinas
Epsin N-terminal homology
CO1005F12 aCL3017Contigl CItEPSIN1 (ENTH) domain-containing 2.0E-144

protein / clathrin assembly
protein-related(AT5G11710)

Secretory carrier membrane
C31805C09 aClL2413Contigl CitSC3 protein/ SCAMP (SECRETORY 7.0E-118
CARRIER 3) (AT1G61250)

Putative ATPase/ ESCRT-related

C06020E10 aC06020E10SK_c CitSKD1 protein (AT2G27600) 0.0E+00
VHS domain-containing protein /

C08034G10 aCL2078Contigl CitVHS-GAT GAT domain-containing protein 0.0E+00
(AT4G32760)

ICOAAAS5AHO5  alCOAAASSAHOSRML ¢ CitSecl5a Exocyst complex subunit Sec15- 0.0E+00

like family protein (AT3G56640)

2EST impreso en la micromatriz
b CFGP: Spanish Citrus Functional Genomics Project
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Tabla 18 (continuacién de la pagina anterior).

. . Homologia géniceA.thaliana
ID? CFGP singleton/conti§ Nombre BLASTX score
(AGlI locus)

Otras proteinas

Sec34-like family protein

C03006C12 aC03006C12SK_c CitSec34 (AT1G73430) 0.0E+00
. . putative protein transport protein

C16013E04 aClL2081Contig2 CitSec61 SEC61 alpha subunit (AT2G34250) 0.0E+00
leucine-rich repeat receptor-like

C02026D02 aC02026D02SK_c CitEVR protein kinase (EVERSHED) 6.0E-89

(AT2G31880)

2EST impreso en la micromatriz
b CFGP: Spanish Citrus Functional Genomics Project

Como se observa en Fagura 26, el tratamiento con etileno causé mayoritariamente
represion de la expresion génica. Asi, except@éesCitVHS-GATy CitSecl5aque se
inducian exclusivamente en la ZAC y que codificam yproteina con un dominio
VHS/GAT y una proteina del complejo ‘exocyst’, resfivamente, el resto de genes se
reprimian en la ZAC y/o en la CF. Atendiendo a danifia de GTPasas Arl, el gen
CitArlAla se reprimia exclusivamente en la ZAC, mientras bnse genesCitAriB1,
CitArfEL1y CitArIC1 se reprimian en la ZAC y en la CF. Los ge@&ROP11y CitROP4
que codifican Rho GTPasas, se reprimian exclusimtenen la ZAC. Los genes
CitEPSIN1 CitSec34 CitSec61y CitEVR se reprimian también exclusivamente en la ZAC
y codifican una proteina asociada a APs (‘epsini), factor de anclaje, una proteina
transmembrana y una quinasa de tipo receptor LBEpectivamente. Por Ultimo, un gen
correspondiente a una proteina SCAMP (secretorjecanembrane proteir€itSC3 y un
gen que codifica una ATPasai{SKD1) asociada al complejo ESCRT (endosomal sorting

complexes required for transport) se reprimianctantla ZAC como en la CF.
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CELULAS DE LA ZONA DE CELULAS DE LA
ABSCISION DEL FRUTO CORTEZA DEL FRUTO

TIEMPO TRAS EL TRATAMIENTO CON ETILENO (h)

0 12 24 0 12 24

| Proteinas Arl |

aKNOAAI2BDO7FM1_c ( CitArlAla)
aCL9385Contigl ( CitArIB1)
aC32012E11EF ¢ (CitArlC1)
aCL8603Contigl ( CitArfEL)

Rho GTPasas

aC16015D09SK_c (CitROP11) | 1 1 1 | 1 | |
aCL1882Contigl ( CitROP4) [ | | | 1 | |

Otras proteinas
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Relacion de expresion [log (ratio)]

Figura 26. Perfiles de expresion de genes relacionados cafielo de vesiculas regulados significativamemte
las células de la ZAC y/o de la CF. La escala deres representa el nivel de expresién a las 12 \ 2le
tratamiento con etileno respecto a las 0 h en 1@ @/n la CF [M=logZAC/ZAC,) 0 M=log,(CR/CRy)].
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4.4, Discusion

Los resultados expuestos en este capitulo en dalaai trafico intracelular de
vesiculas revelan una notable participacion depsieeso en la abscisidn de frutos citricos
(ver tambiénTabla 4, Capitulolll ). En la literatura referente a la abscision Unieam se
encuentran dos estudios a nivel molecular que mpfidado el transporte de proteinas a
través del sistema de endomembranas en la reguldeia separacion celular. Liljegreh
al. (2009) y Leslieet al (2010) aislaron y caracterizaron los geNES/ERSHEDNEV) y
EVERSHED (EVR, que codifican una proteina Arf-GAP y un receptdRR-RLK,

respectivamente, implicados en la ruta secretorateinas necesarias para la abscision.

El analisis de expresion diferencial a gran eseatee la zona de abscision (ZAC) y la
corteza del fruto (CF) mediante el empleo de miatices de cDNA ha permitido sumar a
los dos posibles ortdlogos d¢EV y EVR (CitNEV y CitEVR un total de 46 genes
significativos asociados a la ruta secretora y eitida asi como a las diferentes rutas de
transporte retrégrado que constituyen, principabmela via de reposicion de proteinas
empleadas en la secrecion y endocitosidrigara 27 recoge la localizacion de estos genes
en los distintos eventos de transporte que tiengyarl a lo largo del sistema de

endomembranas.

Los genes que forman parte de la ruta secretota @eritransporte biosintética), que
comprende el transporte desde el RE hasta el apdeaBolgi y el subsiguiente transporte
hasta la MP o la pared celular (PC), se encontratsyoritariamente inducidos en la ZAC
(verFigura 27). Es el caso del gdbitSec23 que codifica una proteina del complejo COPII
gue forma el revestimiento de las vesiculas despranmte entre el RE y Golgi (Russell y
Stagg, 2010). En esta misma etapa se encontrabeidaduna pequefia GTPasa del grupo
RabD CitRabD23. Este grupo de Rab-GTPasas, proteinas que daterda especificidad
entre la vesicula de transporte y la membrana teeefCaiet al, 2007), han sido
relacionadas con el trafico biosintético, concregat®, con el transporte desde el RE hasta
Golgi (Batokoet al, 2000).
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Vacuola
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Figura 27. Genes relacionados con la ruta secretora, la entiocitica y las rutas retrégradas regulados

significativamente durante la abscision activadagtiteno en frutos citricos (figura adaptada dedBamet al,

2008). Los genes en rojo se inducen en la ZAC Wol@s genes en verde se reprimen en la ZAC y/ol&F,

presencia de un asterisco implica induccién o spmeen ambos tejidos y la ausencia de asterisptican

induccion o represion exclusivamente en la ZAC.=Rféticulo endoplasmatico; MP = membrana plasmaf€a

= pared celular; ¢ = cams de Golgi; t = cardrans de Golgi; TGN = redransGolgi; CPV = compartimento

prevacuolar.

En la interfaz entre el RE y Golgi se localizardigen CitSec22que, a diferencia de

los genes descritos anteriormente, se reprimia @AC. El homdlogo dé\. thalianaque

codifica una proteina SNARE, familia proteica implla en la fusién de vesiculas a su

membrana diana, ha sido implicado en el transmtasele el RE hasta Golgi (Chagteal,
2005).

149



El gen CitSYP43 correspondiente a una proteina de la familia SEA&e inducia
exclusivamente en la ZAC. La proteina SYP43Ad¢haliang perteneciente al grupo Qa-
SNARES (syntaxins), se localiza en la teahsGolgi (TGN) (Basshanet al, 2008), de
modo que podria actuar en la fusién especificaedéculas de transporte a la membrana de
la redtrans-Golgi. Por tantoCitSYP43podria participar en el siguiente paso de la ruta
secretora. Cuatro genes correspondientes a GTBakgsupo RabA, localizadas también
en la redtransGolgi e implicadas en el transporte hacia la MRrfudet al, 2003;
Rehmaret al, 2008), fueron regulados significativamente dtgda abscisionCitRabA2a
y CitRabA5cse inducian exclusivamente en la ZAC, mientrasGjtRabA6ay CitRabAld
se inducian y reprimian, respectivamente, en la A6 la CF. Por tanto, dentro de este
grupo de proteinagiitRabA2ay CitRabAldestarian actuando de forma especifica en el
proceso de abscisién, mientras qQ#RabA6a participaria, posiblemente, en procesos
regulados por el etileno que soomunes a ambos tejidos. Algunos trabajos prewes (
Graafet al, 2005; Inabat al, 2002; Lycetet al, 2008; Naganet al, 1995; Preusst al,
2006) han implicado a este grupo de Rab-GTPasasaegecrecion de enzimas y
componentes de pared celular a la membrana plasm&or tanto, los gen€&itRabA2a
CitRabAld y CitRabA6a podrian estar implicados en la secreciébn de erzima
modificacion de la pared celular necesarios pa@kision yCitRAbA6a ademas, en la
secrecion de enzimas o componentes de la paredrce@cesarios para la maduracion del
fruto. Esto concuerda con los resultados del estileiado a cabo por Let al. (2001) en
Solanum lycopersicoren el que la inhibicién antisentido de geRabAcausa retraso en la
maduracién del fruto. En concreto, el bloqueo de denesRabA afectaba el proceso
normal de ablandamiento del fruto, hecho que laeras atribuyen a defectos en la
secrecion de enzimas de modificacion de la parkdaceAdemas, en un trabajo posterior
llevado a cabo eRrunus persicdFalchiet al, 2010), los autores sugieren que la induccion
de genefRabAy RabDdurante el desarrollo del fruto esta relacionamtala liberacion de

enzimas de modificacién de la pared celular al Esop.

En esta misma etapa de la ruta secretora se ladaliana GTPasa del grupo RabE
(CitRabE1g, reprimida exclusivamente en la ZAC. En plantas,proteinas RabE se han
relacionado con el transporte de vesiculas des@pahto de Golgi hasta la membrana
plasmatica (Spetht al, 2009; Zhenget al, 2005). De modo que, la represién génica tanto

de CitRabElccomo deCitRabAldindicaria que dentro de una misma familia es pesib
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gue determinados genes presenten especificidaglide 6 bien que actlien en procesos de

trafico intracelular diferentes.

Por ultimo, los gene€itSecl5ay CitSYP132inducidos exclusivamente en la ZAC,
podrian actuar en la Ultima fase de la ruta se@etga que la proteina Secl5a Ale
thaliana forma parte del complejo ‘exocyst’ implicado enagiclaje de vesiculas a la
membrana plasmatica durante la secrecion (Cleord, 2009). La proteina SYP132 de la
familia SNARE se localiza en la membrana plasmati@asshanet al, 2008) y ha sido
implicada en la secrecién de proteinas PR duranttague patogénico eNicotiana
benthamiangKaldeet al,, 2007).

El transporte retrégrado desde el aparato de Gugta el RE est4d mediado por
vesiculas COPI y requiere la participacion de AffRasas (ADP rybosilation factor-
GTPases), Arf-GEFs (ADP ribosylation factor GTP{ege factors) y Arf-GAPs (ADP
ribosylation factor GTPase-activating proteins)e qegulan el ensamblaje del complejo
COPI (Forestiet al, 2008). Como muestra Rigura 27, varios genes de este grupo de
proteinas se encontraban regulados significativeendnrante la abscisién. Los genes
Citg'-COPI y Cita-COPI, correspondientes proteinas del complejo de revestimiento
COPI (Hwang y Robinson, 2009), se inducian en l&CZfero séloCits’-COPI era
exclusivo de la ZAC. Por otra partgit)2-COPI se reprimia exclusivamente en la ZAC. El
genCitArfAl, que codifica una ARF-GTPasa de la familia ArfAfArse inducia en la ZAC
y en la CF. Esta familia de Arf-GTPasas participadderentes procesos de revestimiento
de vesiculas (Basshaet al, 2008), asi pues, ha sido implicada en el trafetodgrado
entre Golgi y el RE, en el transporte entre latrads-Golgi y la membrana plasmatica y en
la endocitosis (Xu y Scheres, 2005; Stefahal, 2006; Mathesoet al, 2008). Los genes
CitBIG2 y CitAGDS5 (CitNEV) se inducian también en la ZAC y en la CF, y dodif una
Arf-GEF y una Arf-GAP, respectivamente, proteinagplicadas en la regulacion de la
actividad de las Arf-GTPasas (Basshash al, 2008). Como se ha comentado
anteriormenteNEV, el gen homélogo €itNEV, ha sido relacionado con la secrecion de
proteinas necesarias durante el proceso de alvseisi®. thaliana(Liljegren et al, 2009),
de modo que, parece légica la inducciéon GIieNEV en la ZAC. Ademas este hecho
correlaciona con la represion G&@EVR en la ZAC, homélogo al geBVR deA. thaliang
un inhibidor de la abscision relacionado ddg&V (Leslie et al, 2010). Otra Arf-GAP
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(CitAGDS) se reprimia en la ZAC y en la CF, lo que indizadie nuevo, que dentro de una
misma familia génica algunos miembros pueden gerofficos de un tejido o momento del

desarrollo concretos.

Algunos trabajos llevados a cabo en plantas (Lamggizal, 2008; Pimpkt al., 2003;
Stefanoet al, 2006) muestran que el transporte retrégrado GieRVvado del aparato de
Golgi es necesario para mantener un mecanismocadaje de membrana y, en definitiva,
un funcionamiento eficiente del transporte COPHwdelo del RE. En células epidérmicas
de tabaco (Stefanet al, 2006), observan que la inhibicion de la actididie la proteina
Arfl, ademas de bloquear el transporte retrégrautee eel aparato de Golgi y el RE,
provoca alteraciones en el ensamblaje de la cabirtlas vesiculas COPII. Sin embargo,
la liberacién de la inhibicién de la actividad Arfdestablece el ensamblaje de COPII. Por
tanto, los resultados obtenidos del analisis deesifin sugieren que, en conjun@itf’-
COP], Cita-COPI, CitArfAl, CitBIG2 y CitNEV podrian participar en el mantenimiento del
flujo de vesiculas entre el aparato de Golgi y EleR indirectamente, en el transporte RE-

Golgi que, como se comentaba anteriormente, seeatreuactivado en la ZAC.

Las Rab-GTPasas del grupo Ral@itRabH1by CitRabH1¢ se inducian en la ZAC y
en la CF. En plantas, este grupo de GTPasas dizéoea el aparato de Golgi (Bednartk
al., 1994; Latijnhouwerst al, 2007) y muestra elevada homologia con los grijpi6 y
Rab6 de levadura y animales, respectivamente, gu®as relacionado con el trafico de
vesiculas desde el aparato de Golgi al RE (Pekeiah- 2007). Por tanto, estos genes
podrian estar regulando también el transporte getidd hacia el RE en ambos tejidos
(ZACy CF).

El gen CitUSE12se encontraba reprimido exclusivamente en la ZI&C proteina
USE12 deA.thaliang perteneciente a la familia Qc-SNARE, muestra Hogia con la
proteina USE1-like de levadura, que ha sido imghcan el transporte retrogrado desde el
aparato de Golgi al RE (Dilchext al, 2003). El gerCitSec34 que también se encuentra
reprimido en la ZAC, codifica un factor de anclajee interacciona con el complejo
proteico COPI y, por tanto, participa en el tramgp@ntre el aparato de Golgi y el RE
(Suvorovaet al, 2002). Tales genes podrian ser, por tanto, @mescde otro tejido o
proceso fisiologico y la induccién d&ts’-COPI, Cita-COPI, CitArfAl, CitBIG2y CitNEV
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podria mantener un nivel basal de transporte netdog suficiente para reponer las

proteinas del RE e, indirectamente, mantener méparte RE-Golgi en la ruta secretora.

El gen CitPva42 que codifica una proteina VAMP (vesicle-assodiateembrane
protein) de la familia SNARE, se inducia exclusieate en la ZAC. El homélogo d&
thaliana no ha sido caracterizado, de modo que no se poederetar su localizacion
exacta dentro del sistema de endomembranas. Adesedfiata de una familia muy
numerosa en la que incluso los miembros de una anssrinfamilia se localizan en distintas
membranas (Basshagt al,, 2008; Sanderfoadt al, 2007). Como otras proteinas SNARE,
podria participar en la fusion de membranas endelpnana plasmatica, en el aparato de

Golgi, en los endosomas o en la vacuola.

Como se puede observar en Hgura 27, la ruta de endocitosis, el transporte
retrégrado (excepto entre el aparato de Golgi RIE) y el transporte hacia la vacuola
derivado de la rettans-Golgi se encontraban representados, mayoritarisneor genes

reprimidos.

La endocitosis comienza en la membrana plasmatinala formacién de vesiculas
cubiertas de clatrina que son transportadas hastnidosomas tempranos (Bassledal,
2008). Un total de siete genes que codifican pnatefelacionadas con la formacion de las
vesiculas de clatrina fueron regulados durantebkcision. Los gene€its-Adaptin y
Citpl-Adaptin se inducian exclusivamente en la ZAC y codificaiotginas de los
complejos AP (adaptor protein), necesarios paseleccion de las proteinas que van a ser
transportadas en las vesiculas (proteinas ‘cargb'genCitTriskelion se inducia también
en la ZAC y codifica una proteina de la cubiertaidé¢rina. Por otra parte, cuatro genes que
codifican proteinas de los complejos AP se repringia la ZAC Cite2-Adaptiny Cito3-
Adaptin) o en la ZAC y en la CFJite4-Adaptiny Cit)A-Adaptin). Por tanto, a pesar de la
represion de estos gen€sis-Adaptin Citu1l-Adaptiny CitTriskelion podrian mantener un

nivel basal de trafico endocitico de proteinas eémsanembrana plasmatica.

Las proteinas de la familia SCAMP (secretory carngembrane proteins) son
proteinas de membrana localizadas en la membrasmgtica y en los endosomas y

participan en la endocitosis mediada por clatrfrerrfandez-Chacéet al, 2000; Wanget
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al., 2010). Ademas, las SCAMPs han sido recientemeasteiadas a la abscision de
organos florales er\. thaliana (Pattersonet al, 2010). En concreto, la linea mutante
delayed abscission fdab5, que muestra retraso en la abscision de 6rgdooales,
presentaba una insercion de T-DNA en el promotbgele SCAMP5 (AT1G32050). En el
caso de la abscisiébn de frutos citricos promovida pl etileno, el genCitSC3

perteneciente a esta familia, se reprime en I&.ZA

Las vesiculas de clatrina se localizan también @nrdd transGolgi y son
transportadas a los endosomas (Basskaml, 2008). Por tanto, los genes descritos
relacionados con la formacién de este tipo de usqgodrian participar también en este
transporte. El gerCitEPSIN] que se reprimia en la ZAC, codifica una proteioa
dominio ENTH (epsin N-terminal homology) que hacsidlacionada con el ensamblaje de
clatrina y participa en el trafico vacuolar en dal transGolgi (Leeet al, 2007). El gen
CitYKT61se reprimia exclusivamente en la ZAC y, consid#wasu homologia con YKT6
de A. thaliang se podria localizar en la réins-Golgi y en la vacuola (Basshaen al.,
2008; Cheret al, 2005). Por otra parte, el unigen CitVHS-GAT ietuicia exclusivamente
en la ZAC. Este tipo de proteinas con dominios WHSAT han sido relacionadas con el
trafico entre la redransGolgi y la vacuola (Hirset al, 2000). Por tanto, este gen podria
participar en el transporte a la vacuola de deteadas proteinas que ya han desempefiado
su funcion durante la abscision y van a ser degasla bien de proteinas vacuolares recién

sintetizadas.

Los gene<itSYP51y CitVTI12 que se reprimian en la ZAC y en la CF, codifidas
proteinas de la familia SNARE que, Anthaliang actdan conjuntamente en el transporte
entre la redtransGolgi y el endosoma tardio/ compartimento previEnuqCPV)
(Sanderfootet al, 2001; Sanmartiet al, 2007). En el CPV se localizaria también el gen
CitSKD1, que se encuentra reprimido en la ZAC y en laElFgenSKD1 de A. thaliana
codifica una ATPasa que interacciona con el corapepteico ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) durante la invagiéa de la membrana del CPV (Bassham
et al, 2008; Haast al, 2007; Ritcheet al, 2009).

El genCitSec6] homdlogo aAtSec6#, se reprimia exclusivamente en la ZAC. Este

gen codifica una proteina de membrana del RE y,Teétcum aestivum se induce
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notablemente junto con un receptor de sefializa@énolar (BP-80) localizado en Golgi y
en el CPV (Shet al, 2001). Los resultados sugieren que ambos gemesrsciales para el
transporte vacuolar de proteinas de reserva eredills, por tanto,CitSec61podria
localizarse en el mismo compartimento del sistemartiomembranas afectando el trafico

vacuolar.

Los genesCitArfE1 y CitArlB1, que codifican GTPasas de la familia Arf-like
implicadas en el anclaje de vesiculas en latrads-Golgi (Basshamet al, 2008), se
encontraban reprimidos en la ZAC y en la CF. Entrabajo llevado a cabo ePrunus
persica(Falchiet al, 2010), observan que la induccion del §gAriB1, homdlogo al gen
ArlB1 de A. thaliang coincide con el momento de maxima acumulaciérazigcares y
crecimiento del fruto. En base a estos resultddesautores proponen q&pAriB1 podria
participar en la acumulacion de azlcares en laolac®or tanto, la represion @#ArlB1
podria estar afectando el transporte hacia la vacln cuanto &LCitArfE1l, no existen
estudios que aporten datos sobre la funcion candeeeste grupo de GTPasas en la célula,
aparte de su localizacion en la rednsGolgi, de modo que su represion podria estar

afectando el transporte entre el aparato de Galeyentes compartimentos post-Golgi.

En los endosomas se localizaria por homologiaa®génes dA. thaliana(Bassham
et al, 2008) una GTPasa del grupo Ral@tRabC) reprimida en la ZAC y en la CF. Se
ha sugerido que la proteina RabC1 podria parti@pael reciclaje de proteinas entre el
endosoma y la membrana plasmética (Segev, 2001 )taRw, la represion deitRabC1l

podria reducir el trafico de vesiculas en estaaetap

Otros genes pertenecientes a las familias de GSPaddike y ROP (Ro-related
proteins_é plants), que han sido relacionados con la regulag@rctitoesqueleto (Boureux
et al, 2007; Brembuet al, 2006; Kahret al, 2006), se reprimian durante el proceso de
abscisién. Es el caso de los ge@ArlAla, CitROP4y CitROP1] cuya expresion se

reprimia exclusivamente en la ZACCOHArIC1, que se reprimia en la ZAC y en la CF.

El gen CitKEULE, perteneciente a la familia SM (Secl-Munc), seuahd

exclusivamente en la ZAC. Estas proteinas inteoaati con proteinas SNARE en la fusion
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de vesiculas que da lugar a la formacion de leaptatular durante la citocinesis (Assad
al., 2001).

A la vista de los resultados de expresion descntaece ser que durante la abscision
de los frutos se produce una activacion de la sataetora de proteinas, mientras que el
transporte hacia la vacuola, la ruta endocitical ytransporte retrogrado desde los
endosomas a la MP se encuentran limitados. Pay, teast células de la ZAC promoverian
mayoritariamente el transporte extracelular deginats. Este comportamiento es esperable
ya que, en definitiva, las modificaciones en laedacelular y la lamina media son las que

van a posibilitar la separacion celular y, en (timstancia, el desprendimiento del fruto.

El trafico intracelular de membranas desempefigfwmzdn crucial en la biologia de
las células eucariotas aunque, de la multitud depomentes proteicos de este sistema de
transporte que se conocen en plantas, solamenggeupo reducido ha sido caracterizado
con respecto a su funcion bioldgica en procesodekrrollo y del crecimiento vegetal asi
como en procesos de respuesta a diferentes estEgseste capitulo, se ha identificado un
amplio nimero de genes relacionados con el tréfitacelular de proteinas que podrian
estar implicados en la regulacion del proceso dscisibn de frutos citricos.
Concretamente, podrian participar en la secrecgdardimas de modificacion de la pared
celular ya que, como se ha descrito en el Capltulouna cantidad importante de genes
relacionados con tales modificaciones se inducrate€ZAC durante la activaciéon de la
abscision. Ademas, durante la activacion del pmdesabscision se observo un incremento
del nimero de genes relacionados con la sintea@djficacion de proteinas (Capituld).
Otros trabajos han relacionado el aumento en tasiénde proteinas con la activacion de la
ruta secretora durante el proceso de abscisidbas® a observaciones ultraestructurales en
las que se detectaba un desarrollo considerabldosiesistemas endomembranosos,
especialmente del reticulo endoplasmatico rugdss greas de Golgi (Sextetal, 1974;
1977; lwahoriet al, 1976). Por tanto, ambos procesos (sintesisfigdréxtracelular de
proteinas) podrian aportar las enzimas de remaddalde pared celular al plano de fractura

para facilitar la separacion celular.

Por otra parte, cabe pensar también que estasmastde transporte podrian estar

implicadas en la secrecién de mondmeros de cutiiignina a la zona de separacion ya
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que, como se comentd en el Capitlilo, se detectd induccion de genes de las rutas
biosintéticas asi como deposicion de ambos polisnernola ZAC activada. Sin embargo,
los estudios existentes en relacion al mecanismdéradesporte de ambos polimeros no
aportan evidencias claras de que su deposiciéaaeittiar sea a través de la exocitosis, y
ello es debido, principalmente, a que se trataatepaestos muy hidrofébicos (Kunst y
Samuels, 2002; Achyuthaat al, 2010). En el caso de la cutina, se postulanhgustesis
acerca de su transporte extracelular: por transfexedirecta desde el RE hasta la
membrana plasmatica o0 mediante exocitosis mediadaelpaparato de Golgi (Kunst y
Samuels, 2002). Mientras que, en el caso de linhgiKanedeet al (2008) sugieren que
los mondmeros serian exportados a través de trdadpoes, aln por caracterizar, mas que
mediante vesiculas de Golgi. Sin embargo, no sdadédscartar en principio la posibilidad
de un transporte mediado por vesiculas debido estasa informacion que existe al
respecto en la literatura. Por tanto, este es packs que requiere una investigacion mas

profunda.
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4.5. Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo hanitjger obtener las siguientes

conclusiones:

1) El tratamiento con etileno activa la ruta de seiérede proteinas en la ZAC. Sin
embargo, la ruta endocitica, el transporte vacuglael transporte de reciclaje de
membranas se encuentran afectados negativamentetafto, las células de la ZAC
promueven mayoritariamente el transporte extrageldé proteinas, lo que podria estar
relacionado con el aporte de enzimas de remodeladédla pared celular al plano de

fractura.

2) Se han aislado un total de quince genes que podstar implicados en el aporte
extracelular de proteinas necesarias para la alrsdEntre estos genes se han identificado:

- Miembros de los complejos proteicos que formaubierta de las vesiculas COPII

(CitSec23y COPI Cits’-COPI y Cita-COPI).

- Genes relacionados con la regulacion del ensgenbla las cubiertas proteicas

(CitArfAl) y con la regulacién de la actividad de las GTPatacubiertaGitBIG2 y

CitAGDYCitNEV).

- Genes de la familia Rab de GTPasas implicadasl @aconocimiento especifico

entre la vesicula de transporte y la membrana di@itRabD2a, CitRabA5c

CitRabA2a CitRabA6a CitRabH1by CitRabH1¢.

- Genes de la familia SNARE, implicada en la fusitinvesiculas a su membrana

diana CitSYP43y CitSYP132

- Proteinas de complejos de exocito€ig%ec15a
De estos genes, ocho podrian ser exclusivos deépoade abscisidiC{tSec23 Cits'-

COPI, CitRabD2a CitRabA5¢ CitRabA2a CitSYP43 CitSYP132y CitSecl15y mientras

que el resto participarian en procesos comuneZAQay a la CF.
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V. Identificacién de genes relacionados con la rerdelacion
de la pared celular durante la abscision de frutositricos
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5.1. Introduccién

La adhesion entre las células vegetales es unactedstica fundamental del
desarrollo y el crecimiento de las plantas, y dangt una parte esencial de la estrategia a
través de la cual las plantas en crecimiento adguifierza mecanica (Janasal, 2003).
Las paredes celulares vegetales son estructurasamyylejas que posibilitan esta cohesion
entre las células vegetales vecinas y estan forsrnaatapolisacaridos de naturaleza diversa,
por proteinas estructurales y, dependiendo deldgdolar, por otros componentes como
lignina o cutina (Revilla y Zarra, 2008). La celsdoes uno de los polisacaridos mas
importantes de las paredes celulares pues cotdie@racteristicas de fortaleza y rigidez a
la pared. La celulosa es un polimero lineal comjpupesr unidades dg-D-glucosa unidas
entre si por enlaces 44) formando microfibrillas que estdn embebidas pa matriz
compuesta por pectinas, hemicelulosa y proteinag, (#004). Las pectinas son los
componentes mas importantes de la lamina medialgsdparedes celulares primarias en
las plantas dicotiledéneas y representan el 30-88Pfpeso seco de las paredes celulares.
Las pectinas son polisacaridos muy complejos, r@oscido galacturénico, que pueden
contener hasta diecisiete monosacaridos diferéhiesken et al, 2003). En las pectinas
pueden distiguirse cuatro dominios polisacaridosomdgalacturonano (HGA),
ramnogalacturonano | (RGI), ramnogalacturonan®®Gl() y xilogalacturonano (XGA). El
HGA es un homopolimero lineal compuesto por unidatke acidax-D-galacturénico que
se unen entre si por enlaces+d) y puede estar metilesterificado en el grupo @elb en
C6 o llevar grupos acetilo en O2 y 0O3. El XGA eshamogalacturonano con cadenas
laterales dep-D-xilopirandsido unidas por enlaces—B) que pueden estar también
metilesterificadas. El RGIl es un polisacérido déwetura muy compleja que se une al
esqueleto del HGA y esta compuesto por cadenasilieéede naturaleza diversa, tanto por
los residuos glicosilo como por la manera en qténesnlazados para formar la estructura.
El RGI esta formado por un gran nimero de unidadedisacaridos repetidas hasta cien
veces ([(>2)-a-L-ramnosa-(*-2)-a-D-galacturonato]n). Los residuos galacturonilo
pueden llevar grupos acetilo en O2 y O3 vy residwsnosilo sustituidos en O4 por
azUcares neutros confieD-galactanos unidos por enlaces+4) o a-L-arabinanos unidos
por enlaces (&5). Por otra parte, las hemicelulosas estan formjgolancipalmente, por
xiloglucanos y xilanos y, en menores cantidades, diferentes polisacaridos ricos en

manosa (Bewleyet al, 1997; Handforcet al, 2003). Los polisacaridos hemicelul6sicos
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pueden unirse a la celulosa mediante puentes dégeido y entrelazar las microfibrillas

(Revilla y Zarra, 2008). Los xiloglucanos estanstiinidos por un eje central de residuos

D-glucosilo unidos mediante un enlgg€l—4), que pueden ser sustituidos por residuos

xilosilo, galactosilo y L-fucosilo (Renaret al, 1992). Los xilanos estan constituidos por

una cadena lineal de residuos D-xilosilo unidosyoenlace-(1—4) con sustituciones de

grupos acetilo, L-arabinofuranosilo, galactosiloucgronilo y 4-O-metilglucuronilo
(Coughlan y Hazlewood, 1993; Kulkarei al, 1999; Prade, 1996). La estructura quimica

de los polisacaridos celulésicos, pécticos y helmliggicos se puede observar errlgura

28.
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Figura 28. Estructura quimica de los polisacaridos predoné@samn las paredes celulares vegetales. Panel
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(2009).
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En determinados momentos del desarrollo de la qldatred de polisacaridos que
constituye la pared celular es desmantelada conggegisién y de manera localizada. Esto
ocurre durante el desarrollo de espacios interaels) durantéa dispersion del polen y las
semillas, durant&a emergencia de raices primarias y secundariasnthla maduracion de
los frutos y durante la dehiscencia de la vaindrdéb o la abscision de érganos (Robeitts
al., 2002). Cada uno de estos procesos de separegidlar tiene unas caracteristicas
Unicas inherentes, aunqgee de esperar que conserven ciertas caracterjgs@ialmente
aquellas relacionadas con los tipos de enzimasd®delacion de la pared celular que
intervienen (Lewiset al, 2006). La separacion celular implica la disadacde la lamina
media que mantiene unidas las células y/o la dagréa de su pared celular. En el caso de
la abscisién de 6rganos, multitud de proteinasapiéan sobre las pectinas, la celulosa y
las hemicelulosas se acumulan en las paredes reslutle la zona de abscisidon (ZA)
modulando la estructura de la pared primaria y agethado la adhesion entre las células

contiguas con el fin de permitir el desprendimieshéborgano (Lashbrook, 2009).

La primera enzima relacionada con la degradacioradeared celular durante la
abscisién fue una celulasa (CEL). Horton y Osbdqd#67) encontraron una correlacion
entre el aumento en la actividad celulasa y el rdeléa de la abscision en explantes de
judia tratados con etileno vitro y, posteriormente, se cloné el gen que codifitartaima
(Tuckeret al, 1988). En otros trabajos llevados a cabo endtlifes especies, como salico
(Sambucus nigrarayloret al, 1994), tomate (Lashbroak al, 1994), pimiento (Ferrarese
et al, 1995), citricos (Burnset al, 1998), manzano (Li y Yuan, 2008), algodon (Méséir
al., 2008) o melocoton (Trainotét al, 2008), también se detectd un incremento en la
expresion de CELs en la ZA durante el desarrollopdeceso de abscision. Las CELs
pertenecen a una gran familia génica; en tomate, egmplo, se han clonado siete
isoformas diferente<Cel1-Cel7, Brummellet al, 1999; Catalat al, 1997; del Campillo y
Bennett, 1996; Lashbroo#t al, 1994). De estas siete celulasas, solamente Cel2,y
Cel5 experimentaban un aumento de expresion ew ldef pedicelo de la flor durante la
abscision (del Campillo y Bennett, 1996; Gonzales® et al, 1997; Kalaitziset al,
1999). En trabajos posteriores (Brummell al, 1999; Lashbrooket al, 1998) se
comprobd, mediante la estrategia de RNA en antdmnque la expresion deelly Cel2
disminuia en la ZA, al mismo tiempo que aumentabéuérza necesaria para separar el

pedicelo de la flor. Sin embargo, tales plantassgénicas no exhibian ningln retraso o
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alteracion en el ablandamiento del fruto, a pesamde la expresién de ambos genes
aumentaba durante la maduracién del fruto en lastad silvestres. Estos resultados
sugieren que la separacién celular durante la sibacy la maduracién debe implicar

eventos de degradacion de pared diferentes (Radteats 2002).

Recientemente, se han aislado y caracterizado edifes genes que codifican
poligalacturonasas (PGs) que participan en el gmde abscision (Gonzéalez-Carrarta
al., 2002, 2007; Ogawat al, 2009). La correlacion entre el incremento dedévidad
poligalacturonasa y la separacién celular se defget primera vez durante la maduracién
del fruto en tomate (Huber, 1983). En esta mismaea@s se han aislado tres PGs
implicadas en la abscisiéon (TAPG1, TAPG2 y TAPG33tos tres genes presentan una
homologia entre si a nivel de nucleétidos cercaB@%. Sin embargo, la homologia con la
PG caracterizada durante el ablandamiento del ésifiaferior al 50%, y los transcritos que
codifican son de menor tamafio (Kalaiteisal, 1997). Por tanto, aunque la separacion
celular es un evento comin a diversos procesadedalrrollo, tal y como se ha comentado,

muchas de estas enzimas deben ser isoformas espedi las ZAs (Jarvet al, 2003).

La identificacion de genes especificos implicadogleproceso de abscision resulta de
gran interés, aunque en el caso de las proteilzasoreadas con la modificacion de la pared
celular es muy complicaddebido a que forman parte de familias génicas mxgneas
(Patterson, 2001). Actualmente, se han realizatlodies de expresion a gran escala en
diferentes especies (Aguti al, 2008, 2009; Cai y Lashbrook, 2008; Lashbrookay, C
2008; Meiret al, 2010) que han permitido identificar un nimer@amante de genes
pertenecientes a familias relacionadas con la refaon de la pared celular que podrian
ser especificos del proceso de abscision. Lossimdle expresién génica a gran escala
mediante la utilizaciébn de micromatrices asi coo® dndlisisn silico de colecciones de
ESTs (expressed sequence tags) permiten evaluaimnero elevado de secuencias al
mismo tiempo y obtener resultados de forma relatamte rapida (Lashbrook, 2009). En
este trabajo, con el propésito de identificar gem=ponsables de la modificacion de la
pared celular con una elevada especificidad fumtiadurante la abscision, se han
comparado los perfiles de expresion de genes oglados con la pared celular en células
de la zona de abscisién C (ZAC) y de la cortezardébd (CF) durante el tratamiento con

etileno de frutos maduros de ‘Washington Navelsiados de expresion procedentes del
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experimento descrito en el Capitulb). Adicionalmente, se han establecido relaciones
flogenéticas entre las posibles proteinas relazian con la remodelacién de la pared
celular localizadas en la versién v0.9 (6,5 eqentds gendmicos) del ensamblaje del
genoma haploide d€itrus clementinalas reguladas por etileno en las células de 1€ ZA
ylo de la CF y las descritas en la literatura ca@®aciadas a la abscisién en otras especies
vegetales. Ademas, se ha estudiado la estructateiga de las secuencias de aminoacidos
deducidas de los genes de estas familias en sityis® ha comparado con la de los genes
relacionados con la abscision en otras especiextaleg. Por otra parte, se ha analizado
silico la expresion diferencial de los genes de citrpmrsenecientes a este tipo de familias
en diferentes ZAs asi como la regién promotoralgenas proteinas relacionadas con la
modificacion de la pared potencialmente implicagasla abscision de frutos citricos
activada por etileno. Finalmente, este estudio ida somplementado con el analisis
mediante cromatografia gas-liquido (GLC) e inmucalizacion de azlcares estructurales

de las paredes de las células de la ZAC durametso de abscision.
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5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Material vegetal y tratamientos

El material vegetal y los tratamientos vitro a los que se hace referencia en este

capitulo son los descritos en el apartadhl

5.2.2. Muestreo de material vegetal

En funcién de la cinética de abscisién de frutosVdashington Navel’ tratados con
etileno determinada en el Capitulb, se recogieron muestras que contenian la zona de
abscisiébn C (ZAC) a las 0, 24 y 48 h de tratamietwa etileno. Estas muestras se
incluyeron en OCT de forma anéloga a la descritel @partad.2.6.1y se almacenaron a
-80 °C para el posterior andlisis por cromatogrgéistliquido (GLC) de la composicién en
monosacaridos de las paredes celulares de la Zp&itéalo5.2.6. Por otra parte, una vez
evaluada la cinética de abscision de frutos de éNRicalate’ tratados con ACC (Capitulo
lll'), se seleccionaron 0, 24, 36 y 48 h como puntomudestreo para el experimento de
inmunolocalizacion de polisacaridos de la paredilaelen la ZAC. En este caso, las

muestras se prepararon como se describe en ehdpar2.5.2.1

5.2.3. Andlisis filogenético y estudio de la estrtura proteica de familias génicas

relacionadas con la modificacion de la pared celula

Para cada una de las familias de proteinas rekd@sncon la modificacion de la
pared celular (segun la clasificacion de la basedai®s CAZy; Carbohydrate-Active
Enzymes; Cantarebt al, 2009; http://www.cazy.org/), que se encontrala@tamente
representadas en los resultados de la hibridac&mitromatrices (Capituldll ), se
llevaron a cabos dos andlisis filogenéticos. Pam parte, se establecieron relaciones
filogenéticas entre las secuencias proteicas dedside los genes deabidopsis thaliana
y las localizadas en el genoma haploideCdeus clementingver Anexo7). Los miembros
qgue componian cada una de las familias de genemédss a la remodelacion de la pared
celular se recuperaron mediante busqueda TBLASTI¥atdo secuencias consenso de los

dominios funcionales caracteristicos de cada farsifi el web browser de la base de datos
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(version v0.9) del genoma haploide de Citrus clementina
(http://www.phytozome.net/search.phpPor otra parte, se establecieron relaciones
filogenéticas entre las proteinas deducidas lcaddic en el genoma haploide @arus
clementina las reguladas por etileno en las células de I& Z#o en las células de la
corteza del fruto del naranjo ‘Washington Navellag descritas en la literatura como
asociadas a la abscision en otras especies vegétaleapartad.3.1). En ambos casos,
los arboles filogenéticos estan basados en alimgdos multiples (Clustalw;
http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW-XXL.h)mly se generaron utilizando el
programa MEGA 4.0 (Tamurat al, 2007) mediante el método Neighbor-Joining
(complete deletion, Poisson correction). Se utiézéoporte Bootstrap para 1000 réplicas y

solamente se consideraron los valores superiof3dal

Para el estudio de la estructura de las secuedeiaminoacidos deducidas de los
diferentes genes pertenecientes a cada familigevsea cabo la prediccion de dominios y
motivos conservados mediante los servidores SMARTp:(/smart.embl-heidelberg.de/;
Schultz et al, 1998, Letunicet al, 2008), PSORT (http://psort.hgc.jp/form.html),
InterProScan  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprs@a y big-PI Plant Predictor
(http://mendel.imp.ac.at/gpi/plant_server.html). sLaalineamientos con los dominios
caracteristicos de cada familia, editados con elognama GeneDoc

(http://lwww.nrbsc.org/gfx/genedoc/), se puedenereel apartads.3.1

5.2.4. Andlisis de expresion génica segun la frecuta de ESTs

La identificacién de genes relacionados con la detazion de la pared celular
expresados diferencialmente durante la abscisidniteicos se realizé con el programa
IDEG6 (Romualdiet al, 2003), utilizando el andlisis estadistico de iug Claverie
(1997). Para cada uno de los unigenes relacioramola modificacién de la pared celular,
se empleé la frecuencia de ESTs procedentes ddegesogeneradas a partir de distintas
zonas de abscision de citricos (ZAA y ZAC de owaren desarrollo, ZAC de frutos
maduros, ZAL de hojas y ZAC de frutos maduros thasacon CMNP) asi como la
frecuencia de ESTs de citricos (de los gén@itsis y Poncirug depositados en la dbEST
del GenBank agrupados en 14 genotecas sintéticeglés en el érgano/tejido utilizado

para la construccién de cada genoteca de cDNAAmeKo 18). El niUmero total de ESTs
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gue contienen las diferentes genotecas sintéfidadrecuencia de ESTs de los diferentes
unigenes relacionados con la pared celular para tijpal de tejido se pueden consultar en el
Anexo18.

5.2.5. Aislamiento y analisis de promotores

Se aislaron los promotores de dos genes supuestaraspecificos de la zona de
abscision (la celulasa acida aCL1347Contigl y ldigplacturonasa aCL675Contig4)
siguiendo el procedimiento del kit ‘GenomeWalker™ivérsal’ (Clontech, Ref.: 638904).
El kit proporciona todos los reactivos necesariasepto la Tag DNA polimerasa
‘Advantage® 2 DNA Polymerase’ (Clontech, Ref.; 6822 Esta técnica permite aislar
secuencias desconocidas de DNA a partir de se@seroinocidas adyacentes, como el
cDNA (Siebertet al, 1995).

5.2.5.1. Extraccion de DNA genomico

Se utilizaron hojas adultas procedentes de la tiotadel afio anterior de la variedad
de mandarino ‘ClemenulesCi{trus clementinaHort. Ex Tan.), injertada sobre el patron
mandarino CleopatraCitrus reshniHort. Ex Tan.). El material vegetal se pulverizinc
nitrégeno liquido y con ayuda de un mortero habter@r un polvo fino. La extraccién se
realizé siguiendo el protocolo del kit ‘DNeasy® flini’ de QIAGEN, con ndmero de
referencia 69104. Se utilizé una cantidad de nalteegetal de partida de 100 mg vy el
volumen final de elucion en agua fue de Ll(Finalmente, se cuantificd la concentracién
de DNA en el espectrofotometro NanoDrop® y se ca@rla integridad del mismo

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
5.2.5.2. Construccion de genotecas de DNA gendmico
a) Digestion de DNA gendémico
Se llevaron a cabo seis reacciones de digesti@Ndeindependientes, cada una con

una enzima de restriccion diferenferdl, Pvul, EcoRV, Std, Smad y Alul) que dejaba

extremos romos. La mezcla de reaccion cont@bial de DNA (0.1pug/ ul), 8 ul de
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Restriction Enzyme (10 W), 10 ul Restriction Enzyme Buffer (10X) y 54 de H,0, y se
incub6 durante 18-20 horas a 37 °C. Una vez fiadéizla reaccién, se purificé el DNA

digerido mediante la técnica fenol-cloroformo.

b) Ligacion del adaptador (AP)

El DNA digerido se ligé por ambos extremos al addpt suministrado por el kit, que
contiene las secuencias complementarias a los cedsadtilizados en las subsiguientes
PCRs. La reaccion de ligacion contenial4le DNA digerido, 1.9ul de GenomeWalker
Adaptor (25uM), 1.6 ul de 10X Ligation Buffer y 0.qul de H,O. La mezcla de reaccién se
incubé a 16 °C d/n vy, tras esto, a 70 °C durantairfutos para detener la reaccion.
Finalmente, se afiadieron gkde TE (10/1, pH 7.5).

5.2.5.3. ‘'DNA Walking’

A partir de cada una de las genotecas, se llevaroabo dos PCRs sucesivas que
permitieron amplificar la secuencia desconocidgifre promotora) aguas arriba del cDNA
de los genesCitCEL (aCL1347Contigl) yCitPG (aCL675Contig4), tal y como se

representa en Rigura 29.

Fragmento DNA genémico = Gspl
i = Gsp2
5. N
AP1 mmp :
AP2 mmp AP1 PCR| Adaptador
GSP1 GenomeWalker
[ !
]
AP2
GSP2 PCRII
- ] Producto PCR con secuencia
] promotora especifica

Figura 29. Estrategia ‘DNA Walking’ utilizada para obtenerrémion promotora de los gen€gCEL y CitPG.
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La primera reaccion de PCR (PCR 1) se realiz6 dareleador AP1 (adaptor primer)
del adaptador y con el cebador GSP1 (gene-spgrifiter) del gen especific€tCEL o
CitPG). Para la segunda reaccion de PCR (PCR Il) seezmpi los cebadores AP2 y

GSP2, ambos internos a AP1 y GSP1, respectivamente.

a) Disefio de cebadores especificos (GSP1 y GSP2)

Los cebadores de los genes de interés se disediqmantir de las secuencias de cDNA
y en la regién 5', siguiendo las indicaciones delllas secuencias de los cebadores GSP y

AP se pueden ver en el Anex®.

b) PCR |

Se preparo la reaccion de PCR | para cada geneteoa tubo que conteniaul de
DNA ligado al adaptador, 5l de Advantage 2 PCR Buffer (10X)ulde dNTPs (10 mM),
1 ul de AP1 (10uM), 1 ul de GSP1 (1QuM), 1 ul de Advantage 2 Polymerase Mix (50X) y
40 ul de H,0. Las condiciones de amplificacion por PCR fuef®minutos a 94 °C; 10
ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 1 minuto emperatura en descenso (1 °C/ciclo)
hasta alcanzar la temperatura de anillado de GSR1°¢ durante 3 minutos; 35 ciclos de
94 °C durante 30 segundos, 1 minuto a la temperatianillado de GSP1 y 72 °C durante
3 minutos; 7 minutos a 72 °C y 5 minutos a 4 °Ccofitinuacion, se comprobaron los

productos de PCR mediante visualizacion en ungelgarosa al 1.5% (Anexd).

c) PCRII

La mezcla de reaccion se preparé a partir g¢ del producto de la PCR | diluido
1/50. La reaccién se prepard de forma analogadadarita para la PCR | pero utilizando
los cebadores AP2 y GSP2. Las condiciones de &xidgade PCR fueron las mismas que
las empleadas para la PCR | pero aplicando lasaeriyras de anillado correspondientes a
los cebadores AP2 y GSP2. Los productos de PCRmprobaron en un gel de agarosa al
1.5%. Finalmente, se seleccionaron las reaccionesngpstraban una sola banda (Anexo
19) y se purifico el producto de PCR utilizando et KDIAquick® Gel Extraction’
(QIAGEN, Ref.: 28704), siguiendo las instrucciodesfabricante.
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5.2.5.4. Ligacion de productos de PCR, clonacion eischerichia coli y

purificacion de plasmidos

Las reacciones de ligacion de los productos de g&JRvaron a cabo utilizando el kit
‘CloneJET™ PCR Cloning’ (Fermentas, Ref.: K1232). El vectpdET 1.2/blunt’ que
proporciona el kit es un vector con extremos rod®sodo que, previamente a la ligacion,
se llevé a cabo una reaccion de correccion dexweraos protuberantes del fragmento de
PCR, ya que la¥aq polimerasas convencionales afiaden, generalmarddhase A en los
extremos. Este vector contiene un sitio Amgue confiere resistencia a la ampicilina, y el
gen letaleco47IR que facilita la seleccién de bacterias transfoes con inserto. La
cantidad de inserto se calculé en funcién de safiany de la relacion molar deseada de
inserto/vector (3:1). La mezcla de la reaccion deexcion contenia 10l de tampén de
reaccion (2X), 1ul de DNA Blunting Enzyme, xl de inserto y xul de HO hasta un
volumen final de 18l. Una vez preparada, se incubé a 70 °C durantmbtos y, tras esto,
se enfrio en hielo para detener la reaccion. Seqwedte, se afiadio [l de vector de
ligacion (50 ngil) y 1 ul de T4 DNA ligasa y se incub6 a temperatura antbidnrante 30
minutos. Para la transformacion de las bacteriag ‘Shot®’ (Invitrogen, Ref.: 12297016),
se descongel6 una alicuota deub@n hielo y se afiadié un volumen del%le ligacién. La
mezcla permanecié en hielo durante 30 minutos ldrgsie se incub6 en un termobloque a
42 °C durante 30 segundos y se volvié a dejaren Hurante 5 minutos mas. Se afadio un
volumen de 30Qud de medio LB liquido (triptona 1%, extracto deddura 0.5% y NaCl
1%) a la mezcla y se incub6 a 37 °C durante 1 &onan agitador orbital (180 r.p.m.). Tras
esto, las bacterias se cultivaron a 37 °C d/n anapl petri con LB agar (triptona 1%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 1% y agar bactegiob 1%) suplementado con

ampicilina (50ug/ml).

Las colonias transformantes se cultivaron en LBiaitima (50 pg/ml) a 37 °C en
agitacién (180 r.p.m.) d/n. Se purific6 el DNA piaislico utilizando el kit ‘GeneJEY
Plasmid Miniprep’ de Fermentas, con numero de eefda KO0503, siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se comprobo6 la presethe inserto mediante digestién con
enzimas que cortaban el plasmido a ambos ladosiskito (Xhol y Xbal de Promega;

R4164 y R4184, respectivamente) y mediante visagilim en un gel de agarosa al 1%. Los
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plasmidos que habian incorporado el inserto debf@mmesperado se secuenciaron en la

empresa Secugen (Madrid).

5.2.5.5. Andlisisn silico de promotores

Una vez obtenidas las secuencias de los promateréss gene€itCEL y CitPG, se
llevo a cabo un andlisia silico de las mismas utilizando el programa ConSite (8andt
al., 2004; http://asp.ii.uib.no:8090/cgi-bin/CONSIT&hsite/) con el objetivo de localizar
posibles elementos reguladores @s Se consideraron los factores de transcripcion de

plantas del programa y un intervalo de confian88&s.

5.2.6. Analisis de la composicion de monosacaridds las paredes celulares de la

ZAC mediante cromatografia gas-liquido (GLC)

Para cada uno de los puntos de muestreo comergadeisaapartads.2.2 se aislaron
mediante microdiseccion asistida por laser (MAL;arspdo 3.2.6.9 tres muestras
independientes de la ZAC previamente preparada® camexplica en el aparta8®.6.1
En este caso, cada muestra contenia alrededor Q¥ X#lulas, que fueron recogidas
directamente en un microtubo (0.5 ml) sin ninggoo tde tampoén y congeladas a -80 °C

hasta su utilizacion.

Las muestras fueron sometidas a una metanélisl$ dea 80 °C con 500 pL de HCI
metandlico 1 M (Supelco). Tras la evaporacion defamol, los metil glucésidos resultantes
fueron transformados en sus derivados trimetidsildlurante 20 minutos a 80 °C con 200
uL de reactivo de sililacion (HMDS:TMCS:Piridina;13®; Supelco). A continuacion, se
llevdé a cabo el andlisis por GLC utilizando un ceddgrafo de gases Varian CP-3800
(Varian) equipado con un detector de ionizaciorlatea, una columna capilar WCOT de
silice fundida (longitud: 25 m, i.d.: 0.25 mm) c@®-Sil 5 CP como fase estacionaria y
helio como vector. El programa de temperaturashdeho fue: 2 minutos a 120 °C, 10
minutos a 160 °C, 1.5 °C/minuto hasta 220 °C y @@mmuto hasta 280 °C. La
cuantificaciéon de azuUcares se realiz0 a través adentegracion de los picos y la
determinacion de los correspondientes valores e®latilizando los factores de respuesta

establecidos con los monosacaridos estandar.
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5.2.7. Inmunolocalizacién de polimeros pécticos da ZAC

Los anticuerpos monoclonales primarios (mAbs) agdios en este estudio fueron
LM5, LM6 y JIM5. Como anticuerpo secundario seizdilisotiocianato de fluoresceina
(FITC) conjugado al anticuerpo Anti-Rat IgG (Sigwlarich, Ref.: F6258). En Idabla
19 aparecen los polimeros de la pared celular queesmmocidos por estos mAbs asi como

las respectivas referencias bibliograficas.

Tabla 19. Anticuerpos monoclonales (mAbs) dirigidos a paé&#os de la pared

celular utilizados en este estudio.

mAb Polimero/epitopo de pared celular Referencia
reconocido bibliografica
LM5 (1—4)-p-D-galactano Jonest al (1997)
LM6 (1—5)-o-L-arabinano Willatet al (1998)
M5 homogalacturonanos parcialmente metil- Knox et al (1990)

esterificados/desesterificados

Las secciones de tejido, cuyo montaje se describel @partadd.2.5.2.1 fueron
delimitadas con un rotulador lipofilico ‘Pap peSigma-Aldrich, Ref.: Z672548-1EA) e
incubadas durante 10 minutos en la solucién deuelod5 g leche en polvo en 100 ml de
tampon PBS). Seguidamente, se lavaron con PBSngslearon con el anticuerpo primario
(dilucién 1:5 en solucion de bloqueo) en una camafiameda durante 2-3 horas a
temperatura ambiente y 8-12 horas a 4 °C. Las @eexiutilizadas como control se
incubaron siguiendo el mismo procedimiento perarseinte con la soluciéon de bloqueo.
Una vez finalizada la incubacion, se realizaron ldeados de 10 minutos con PBS y un
lavado de 5-10 minutos con agua destilada, y agbaron las secciones con el anticuerpo
secundario (dilucion 1:100 en solucidon de bloqudojante 3-4 horas en una camara
himeda y en oscuridad. A continuacién, se repiti¢ws lavados con PBS y agua destilada
durante los tiempos descritos, se tifieron las seesicon ‘Calcofluor White' (Fluorescent
brightener, Sigma-Aldrich, Ref.: F3543) y se mootalos portaobjetos con ‘Vectashield’
(Vector Laboratories, Ref.: H-1000) para la detgcaile fluorescencia. La observacion de
las muestras se llevé a cabo en un microscopiatideede epifluorescencia ‘Zeiss Axio
Imager Z1' utilizando los objetivos ‘Zeiss Plan Apoomatic 63X/1.40’ o ‘Zeiss Neofluor
20X/0.50', y los filtros de 365/445 nm para la térc con calcofluor y 470/525 nm para la
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tincion con fluoresceina. La adquisicion de las gemes se realizd6 con una camara
‘Axiocam MR’ en modo de exposicion automatico y @ecesaron con el software

‘Axiovision 4.4".

174



5.3. Resultados

5.3.1. Andlisis filogenético y estudio de la estriga proteica de familias de

proteinas relacionadas con la modificacion de la pad celular

A continuacion, se exponen los resultados del sisdilogenético de las familias de
proteinas relacionadas con la degradacion o laficadion de la estructura de la pared
celular y la lamina media (glicésido hidrolasadjgazarido liasas, carbohidrato esterasas y
expansinas), asi como los resultados de los aliestéms de las secuencias proteicas

deducidas y de la prediccién de dominios protegspecificos de cada familia génica.

5.3.1.1. EndoB-(1—+4)-glucanasas o Celulasas (EGasas o CELs; familiaHS de

glicésido hidrolasas)

Las microfibrillas de celulosa son los elementasueturales centrales de la pared
celular vegetal, estructura gpeoporciona la fuerza y la flexibilidad a los tejidvegetales.
Las unidades poliméricas de la celulosa Bah4-glucanos sin cadenas laterales que se
asocian entre si mediante puentes de hidrégenafatonlargas microfibrillas cristalinas
gue contienen 36 o0 mas glucanos en seccién traadvdras end@-(1—4)-glucanasas
(EGasas) o celulasas (CELs; EC 3.2.1.4), enzimaemezientes a la familia 9 de las
glicosido hidrolasas (GH9; CAZy; http://lwww.cazygifiam/CE8.html; Henrissat, 1991),
despolimerizan polisacaridos que contienen enlétest)-p-D-glucano. Las EGasas no
presentan actividad o su actividad es muy bajaeslabcelulosa cristalina pero su actividad
es facilmente medible sobre los derivados solubesda celulosa como la carboximetil-
celulosa, la celulosa no cristalina y ciertos aé@idos como los xilanos, los—B)-
(1—4)-B-glucanos y los glucomananos (Mastdral, 2004; Yoshida y Komae, 2006;
Urbanowiczet al, 2007).

Las CELs se clasifican en tres grupos en funciérodedominios que contiene su
secuencia: CELs del grupo A, con un dominio citiesdlun dominio transmembrana y un
dominio catalitico Glyco_hydro_9 (PF00759), CEL$gleipo B, con un péptido sefial y el
dominio Glyco_hydro 9, y CELs del grupo C, con uépfido sefial, el dominio

Glyco_hydro_9, una region ‘linker’ y un dominio CB®I (Carbohydrate Binding Module
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49; PF09478), que no presenta actividad catalfie tiene la capacidad de unirse a
polisacaridos durante la hidrélisis de la paredleel(Urbanowiczt al, 2007). El grupo A

de CELs comprende proteinas de anclaje a la memlplaamatica, que pueden o no tener
el dominio citosodlico, mientras que los grupos B yomprenden proteinas que van a ser
secretadas (Libertinet al, 2004; Urbanowiczt al, 2007) ya que contienen un péptido

sefial en su extremo amino-terminal que las etigpata ser procesadas por los sistemas
endomembranosos celulares (reticulo endoplasmgtim@as de Golgi) y exportadas a la

pared celular o al espacio extracelular.

La familia CEL deArabidopsis thalianasta formada por 25 genes (Fegura S1del
Anexo 7; Urbanowiczet al, 2007). En la versién v0.9 (6,5 equivalentes gands) del
ensamblaje del genoma haploide @i#rus clementinase han localizado 24 ORFs (22
completas y 2 parciales) que potencialmente cadifigroteinas CEL ya que presentan un
dominio Glyco-hydro_9 en su secuencia deducida méenaécidos (ver Anexd). El
numero de proteinas CEL pertenecientes a los gidipoB enA. thalianay C. clementina
fue el mismo, 4 proteinas y 18 proteinas, respati@nte, mientras que el grupo C
mostraba 3 proteinas én thalianay 2 proteinas ef€. clementina(ver Figura S1 del
Anexo 7 y Anexo 9). Excepto el locus clementine0.9_033095m.g, cugeuancia era
incompleta, todas las CELs d& clementinaenglobadas en el grupo A presentaban el
dominio transmembrana (v€igura S10del Anexo8y Anexo9). En relacion a las CELs
del grupo B, todas las proteinas deducida€.ddementingresentaban en su secuencia un
péptido sefial en el extremo amino-terminal, excégoproteinas deducidas de los locus
clementine0.9_009141m.g, clementine0.9_028557mctementine0.9_030982m.g (y la

proteina parcial deducida del locus clementine®8103m.q).

La micromatriz de cDNA empleada en el presenteajrabontiene sondas de 6 CELs
de citricos Figura 30), de las cuales 2 sondas pertenecen al grupo@&dls, 3 al grupo B
y una al grupo C (vefiguras S1Q S11y S12del Anexo8). Por tanto, esta micromatriz de
cDNA Unicamente cubre un 25% de las posibles CHesgmtes en el genoma de los
citricos.La Figura 30 muestra el andlisis filogenético de las protetdeta familia CEL de
C. clementinay de las CELs deducidas de thaliana(Lashbrook y Cai, 2008), aguacate
(Tonuttiet al, 1995), tomate (Brumedit al, 1999; del Campill@t al, 1996; Lashbroolt
al., 1994), pimiento (Ferrarest al, 1995), soja (Tuckeet al, 2007), manzano (Li y
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Yuan, 2008), algod6n (Mishrat al, 2008), melocoton (Trainottet al, 2006) y
Dendrobium(Rungruchkanongt al, 2007) relacionadas con el proceso de absci&bn.
analisis filogenético de la familia CEL mostr6 quel gen aCL1347Contigl
(clementine0.9_008028m.g), inducido exclusivameamtda ZAC tras 24 h de tratamiento
con etileno, estaba estrechamente relacionadotcas GELs inducidas durante el proceso
de abscision en aguacate (PaCEL1; Tomuthl, 1995), tomate (SLGH9B4; Brumet al.,
1999), pimiento (CaCEL2; Ferrarestal, 1995) y soja (GmCELO09; Tucket al, 2007).

El resto de genes de citricos con homologia a GElepresentados en la micromatriz de
cDNA que, a diferencia de aCL1347Contigl, no mostracambios de expresion
significativos en la ZAC durante la activacion gebceso, quedaron agrupados con CELs
de otras especies vegetales implicadas en el mrodes abscision. Asi, el gen
aKNOAAK1ABO5FM2 ¢ (clementine0.9 008549m.g), hongio al gen CsCEL-bl
inducido en la ZA de hojas y frutos de citricos(segn estudio anterior (Burret al,
1998), estaba estrechamente relacionado con CHiugidas durante la abscision en soja
(GmCELO06; Tuckeret al, 2007), manzano (MdEG1; Li y Yuan, 2008)Ay thaliana
(AtGH9B3 y AtGH9B4; Lashbrook y Cai, 2008). El geaCL1594Contigl
(clementine0.9_008291m.g) se encontraba en la mismea que SLGH9B2, inducido
durante la abscision de flores y frutos en tomdéd Campilloet al, 1996; Lashbroolet
al., 1994). El gen aCL5093Contigl (clementine0.9_0@49.g) estaba estrechamente
relacionado con las CELs GhCell y PpEG4, inducdiasnte la abscision en algodén y
melocotén, respectivamente (Mishea al, 2008; Trainottiet al, 2006). Por ultimo, los
genes alCOAAA3ABO3RM1_c (clementine0.9_004824m.g) wCL5359Contigl
(clementine0.9_005121m.g), mostraron proximidadaa CELs DenCell del género
Dendrobiumy SLGH9B5 de tomate, respectivamente. La CEL Dé&h€e induce durante
la abscision floral (Rungruchkanost al, 2007), mientras quel gen SLGHB5 se reprime
durante la abscision floral (del Campiléd al, 1996). Los ortélogos eA. thalianade
alCOAAA3ABO3RM1_c y aCL5359Contigl  (AT1G65610 y  AGB9720,
respectivamente) pertenecen a una clase de endogkas (KORRIGAN; Robedt al,
2005) implicadas en la biosintesis de celulosamgulkan sido relacionadas hasta aluma

el proceso de abscision.
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aCL1347Contigl | (clementine0.9_008028m.g) | CEL-al
PaCEL1

SLGH9B4 (TomCel5)
o 100 caceL2]
L | GmCEL9 (Glyma18g03470.1) |
73 ———— clementine0.9_007932m.g
[ 6mcEL6 (Glymanega8140.1) |
aKNOAAK1ABO5FM2_c (clementine0.9_008549m.g)

98

79

100

AtGH9B3 (AT1G671380) |

AtGH9B4 (AT1G22880) |

aCL1594Contigl (clementine0.9_008291m.g)
clementine0.9_008581m.g
clementine0.9_009141m.g
clementine0.9_008235m.g
clementine0.9_028557m.g
clementine0.9_030982m.g
clementine0.9_029387m.g

0]

clementine0.9_032761m.g

SNnCEL (partial peptide] |

BAC|

100 GmCEL1 (Glymal1g02350.1) |
clementine0.9_028193m.g (partial peptide)
clementine0.9_032569m.g

82 aCL5093Contigl (clementine0.9_004972m.g)
] 71 100 E'r PPEG4
GhCELL
55 AtGH9BS (AT2G32990) |
Elementinen.9_007268m.g
61 clementine0.9_008434m.g

clementine0.9_028189m.g
clementine0.9_006609m.g
55 clementine0.9_007384m.g
89 AtGH9B7 (AT1G75680) |
clementine0.9_030786m.g

99 alCOAAA3ABO3RM1_c (clementine0.9_004824m.g)
100 4|1| DenCell (partial peptide) |
]
clementine0.9_033002m.g
clementine0.9_033095m.g (partial peptide)

aCL5359Contigl (clementine0.9_005121m.g)

91

100

100

0.1

Figura 30. Relaciones filogenéticas entre las celulasas (Gh@=slizadas en el genoma haploide GCiéerus
clementinalas reguladas por etileno en las células de I& ¥/ en las células parenquimaéticas de la codeka
fruto maduro del naranjo ‘Washington Navel’ y la&scritas en la literatura como asociadas a lasibeoen otras
especies vegetales (ver Anexo 9). El arbol filotjenéesta basado en alineamientos multiples (Qli¥sta
http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW-XXL.hjrnyl se generd utilizando el programa MEGA 4.0 meigia
el método Neighbor-Joining (complete deletion, Baiscorrection). El soporte Bootstrap para 1000ic&p se
muestra en las ramificaciones del arbol (solameat@uestran los valores superiores al 50%). Clawbbres de
los identificadores de las proteinas alineadasry(s), induccion de la expresion por etileno exclusieate en las
células de la ZAC;{itrus), presente en la micromatriz de citricos de 20/ér(inez-Godoyet al, 2008) pero sin
resultados de la hibridacionXXXX), inducido durante la activacion de las ZAs ererifites érganos de otras
especies vegetales{XXX), reprimido durante la activaciéon de las ZAs eferéntes 6rganos de otras especies

vegetales.
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5.3.1.2. Poligalacturonasas (PGs; familia GH28 ddigpsido hidrolasas)

La pectina es el principal constituyente de la i@arde las paredes celulares primarias
de las plantas dicotiledoneas y estd compuesta denodalacturonano vy
ramnogalacturonano alternativamente (Williamebal, 1998; Van der Vlugt-Bergmares
al., 2000). Este heteropolisacéarido confiere rigidda pared celular cementando la red de
celulosa, aunqueen determinados momentos del desarrollo es necesadificar la
rigidez de la pared celular, como ocurre en loscgsos deabscision de o6rganos,
dehiscencia de las anteras y del fruto, madurad&nos frutos o crecimiento del tubo
polinico (Haldfield et al, 1998; Kimet al, 2006). Las poligalacturonasas (PGs; EC
3.2.1.15) pertenecen a la familia 28 de las gldmshidrolasas (GH28; CAZy;
http://www.cazy.org/fam/GH28.html; Henrissat, 1991y degradan las pectinas;
concretamente, catalizan la hidrélisis de enlac€s—4) glicosidicos en pectato y otros
galacturonanos (Markovic y Janecek, 2001) y, de e&tnera, modifican la rigidez de las

paredes celulares.

En base al andlisis filogenético de sus secuedeaminoacidos, las PGs de plantas
se clasifican en 3 grupos diferentes (grupos A, B, Xim et al, 2006). La familia PG de
A. thalianaesta formada por 6groteinas, de las cuales, 53 proteinas pertenéagn@o
A, 12 proteinas al grupo B y una proteina al gr@p@Figura S2 del Anexo7). En la
version v0.9 (6,5 equivalentes gendmicos) del ebfgm del genoma haploide de.
clementinase han localizado 55 ORFs (43 completas y 12 ges}igue potencialmente
codifican proteinas PG ya que presentan el donlico-hydro 28 (PF00295) en su
secuencia deducida de aminoacidos (ver Ardgxg Figuras S13 S14y S15del Anexo8).

De las 55 potenciales proteinas PGCdelementina46 proteinas pertenecen al grupo A, 8

proteinas al grupo B y una proteina al grup&igura S2 del Anexo 7).

Se han identificado cuatro motivos funcionalesnadtate conservados en el dominio
Glyco-hydro_28 (motivos I, Il, 1l y IV; Parlet al, 2008). Las secuencias SPNTDGI,
GDDC, CGPGHGISIGSLG y RIK que constituyen los mosvl, I, I y IV,
respectivamente, se encontraban muy conservadies eproteinas PG del grupo A; sin

embargo, el motivo Il de las proteinas del grup@rBsentaba mayores diferencias con
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respecto a la secuencia consenso, tanto en lasd®Gs clementinacomo en las PGs

asociadas a la abscisién en otras especies veg@t@jeras S13, S14/ S15del Anexo8).

Las PGs se localizan en el apoplasto y, exceptpria®inas correspondientes a los
locus clementine0.9_018713m.g, clementine0.9_ 030287 clementine0.9_014542m.g,
clementine0.9_034844m.g y clementine0.9_008372myg lds proteinas parciales
correspondientes a los locus clementine0.9_018%3mlementine0.9 _029085m.g,
clementine0.9_027866m.g, clementine0.9_029944m.g, lementine0.9_028836m.g,
clementine0.9_033174m.g, clementine0.9_011796m.gleynentine0.9_028610m.g}¥1
proteinas d€. clementingresentaban un péptido sefial en su extremo aminoral (ver
Figuras S13, S14y S15del Anexo8 y Anexo 10) que dirige su secrecion al espacio
extracelular (Yokoyama vy Nishitani, 2001). La pfote deducida del locus
clementine0.9_028610m.g no tiene péptido sefial,oceenha indicado, pero presenta un

dominio transmembrana (Anef@).

La micromatriz de cDNA empleada en este trabajdieoa sondas correspondientes a
17 PGs de citricos (vétigura 31y Anexol10), por tanto, Unicamente cubre un 31% de las
posibles PGs presentes en el genoma de los citlieoBigura 31 muestra el analisis
filogenético de las proteinas de la familia PGCdelementinay de las proteinas deducidas
de genes dA. thaliana(Gonzalez-Carranzet al. 2002, 2007; Kirret al, 2006; Lashbrook
y Cai, 2008; Ogawat al, 2009), soja (Tuckeet al, 2007), colza Brassica napus
Gonzélez-Carranzat al, 2002; Peterseat al, 1996), manzano (Atkinscet al, 2002) y
platano (Mbéguié-A-Mbéguiét al, 2009) asociados a la abscision. En relaciomgmA
de PGs, el gen aCL675Contig4 (clementine0.9_0121§¢4aue se inducia exclusivamente
en la ZAC tras 24 h de tratamiento con etileno, | ygen aKNOAAK1DHO4FM2_c
(clementine0.9_012391m.g), que se inducia excloswde en la CF tras 24 h de
tratamiento, quedaron agrupados en la misma ramngua alejados, que TAPG1, TAPG2
y TAPG4, tres genes inducidos durante la abscid#hojas y flores en tomate (Kalaiteis
al., 1997). Dentro del grupo A de la familia PG, cdestacar, ademas, que en una misma
rama se encontraban un gran nimero de PGs indwhidaste los procesos de abscision y
dehiscencia en diferentes especies vegetales.aBe de los genes ADPG2 y QRT2,
asociados a la dehiscencia de la silicua y a laisibe de drganos florales @n thaliang
respectivamente (Gonzalez-Carraeztal, 2002, 2007; Ogawet al, 2009), PGAZBRAN
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y RDPGL1, relacionados con la abscision y la dehiseeen la colzaRrassica napus
respectivamente (Gonzalez-Carrangt al., 2002; Peterseret al, 1996), GDPG1 y
GmPG11, relacionados con la abscisién foliar en zaam y soja, respectivamente
(Atkinson et al, 2002; Tuckeret al, 2007), y MaPG2, relacionado con la separacidn de
fruto en platano (Mbéguié-A-Mbéguet al, 2009). Sin embargo, el Gnico gen de citricos
(aC01018CO01SK_c; clementine0.9_014542m.g) repradenen la micromatriz que se
encontraba proximo a estos genes no mostro datbiéddacion. En relacién al grupo B
de la familia PG, los genes aCL5261Contigl (clemeft9_006745m.g) vy
alCOAAA85AB02RM1_c (clementine0.9_008916m.g) seuiridn exclusivamente en la
ZAC tras 12 y 24 h de tratamiento con etileno, eeSpamente. Estos genes se situaban
préximos a una rama que incluia el gen aCL3497@bn{clementine0.9_009866m.g),
inducido en la ZAC tras 24 h de tratamiento cofteeti y en la CF tras 12 y 24 h de
tratamiento, el gen alCOAAA15BFO3RM1_c (clementi®e@09484m.g), reprimido
exclusivamente en la CF tras 12 h de tratamiento etileno, y el gen AT3G16850,
reprimido en la ZA de los estambresAlehaliana(Lashbrook y Cai, 2008). Por otra parte,
en una rama diferente quedaban agrupados aCL2082§Cd¢olementine0.9_010307m.g),
reprimido exclusivamente en la ZAC tras 12 h déatréento con etileno, AT4G23820,
reprimido en la ZA de los estambres Alethaliana(Lashbrook y Cai, 2008) y GmPG16,
reprimido en la ZA de la hoja en soja (Tuclkaral, 2007). Por dltimo, el Gnico gen
correspondiente a una PG del grupo C relacionado edoproceso de abscision era
aCL1063Contigl (clementine0.9_008942m.g), que dadia exclusivamente en la ZAC

tras 12 y 24 h de tratamiento con etileno.
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gap clementine0.9_012363m.g
clementine0.9_031744m.g

aKNOAAK1DHO4FM2_c (clementine0.9_012391m.g)
clementine0.9_012357m.g

aCL675Contigd | (cl: i 9_012194m.g)
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clementine0.9_029944m.g (partial peptide)
clementine0.9_028836m.g (partial peptide)
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clementine0.9_034692m.g (partial peptide)
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9_034799m (partial peptide)
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100 MaPG4 (partial peptide)
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|—| MaPG2 (partial peptide)
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I i 9_028984m.g
I ine0.9_010449m.g
B alCOAAASODEOSRM1_c (clementine0.9_011662m.g)
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alCOAAAI5BFO3RM1_c (clementine0.9_009484m.g)
aCL4239Contigl (clementine0.9_028610m.g; partial peptide))
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Figura 31 (pagina anterior). Relaciones filogenéticas entre las poligalactusana(GH28s) localizadas en el
genoma haploide d€itrus clementinalas reguladas por etileno en las células de 1€ Zf en las células
parenquimaticas de la corteza del fruto madurondednjo ‘Washington Navel’ y las descritas en fardtura
como asociadas a la abscision en otras especietalegy(ver Anexo 10). El arbol filogenético esté&drlo en
alineamientos multiples (ClustalW; http://www.chlamet.org/software/ClustalW-XXL.html) y se genero
utilizando el programa MEGA 4.0 mediante el métbghbor-Joining (complete deletion, Poisson cdiveg.

El soporte Bootstrap para 1000 réplicas se muestrias ramificaciones del arbol (solamente se maresos
valores superiores al 50%). Clave de colores dédlstificadores de las proteinas alinead@sris), induccion
de la expresion por etileno exclusivamente endadas de la ZAC;[@[ifiE), induccién de la expresién por etileno
en las células de la ZAC y en las células parendfitas de la corteza del frutaCifrus), induccion de la
expresion por etileno en las células parenquingitieala corteza del frutoC{trus), represion de la expresion por
etileno en las células parenquimaticas de la aodet fruto; Citrus), presente en la micromatriz de citricos de 20
K (Martinez-Godoyet al, 2008) pero sin resultados de la hibridaciéfsXX ), inducido durante la activacion de
las ZAs en diferentes 6rganos de otras especiegaleg; KXXX), reprimido durante la activacion de las ZAs en
diferentes 6rganos de otras especies vegetales.
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5.3.1.3.p-xilosidasas g-XYLs; familia 3 de glicésido hidrolasas).a-xilosidasas -
XYLs; familia 31 de glicésido hidrolasas) ya-L-arabinofuranosidasas (ASDs; familia

51 de glicésido hidrolasas)

Las hemicelulosas constituyen el 30-35 % del peso sle la pared celular y estan
formadas principalmente por xiloglucano y xilanm ¢coenores cantidades de polisacaridos
gue contienen manosa (Bewley al, 1997; Handfordet al, 2003). Los xiloglucanos
presentan una cadena principal de residuos D-glacasidos mediante un enlade
(1—4), que pueden ser sustituidos por residuos lalogalactosilo y L-fucosilo (Renast
al., 1992). El xilano presenta una estructura coraptgjsada en una cadena principal de
residuos D-xilosilo unidos por un enlap€1—4), que pueden ser sustituidos por grupos
acetilo, L-arabinofuranosilo, galactosilo, glucutory 4-O-metilglucuronilo (Coughlan y
Hazlewood, 1993; Kulkarret al, 1999; Prade, 1996). El xilano es el principahponente
de las hemicelulosas y, debido a su heterogenesiadhidrolisis requiere la accién de
diferentes enzimas (Rahmanal, 2003; Tuncer y Ball, 2003), entre las que seientan
B-xilosidasas [{-XYLs; EC 3.2.1.37), a-xilosidasas d¢-XYLs; EC 3.2.1.-) y a-L-
arabinofuranosidasas (ASDs; EC 3.2.1.55) (Sunnatyafikian, 1997). Lag-XYLs y a-
XYLs pertenecen a las familias 3 y 31, respectivamede las glicésido hidrolasas (GH3;
GH31; CAZy; http://www.cazy.org/fam/GH3.html) y adizan la hidrélisis de los (%4)-
B-D-xilanos para eliminar residuos sucesivos de IDsai del extremo no reducido. Las
L-arabinofuranosidasas pertenecen a la familia 8llad glicésido hidrolasas (GH51;
CAZy; http://www.cazy.org/fam/GH51.html) y catalizala hidrélisis de residuos
terminaleso-L-arabinofurandsido no reducidos esi-arabinésidos. Algunos miembros de
las familia GH3 g-XYLs) presentan actividad dudl-xilosidasa y arabinofuranosidasa
(Arsovskiet al, 2009; Minicet al, 2006).

Las B-XYLs se caracterizan por tener en su secuenciandi@oacidos un péptido
sefial, el dominio Glyco_hydro_3 (PF00933) en sueexd amino-terminal y el dominio
Glyco_hydro_3_C (PF01915) en su extremo carbogitminal. Lasa-XYLs presentan un
péptido sefial y el dominio Glyco_hydro_31 (PF0108&B)su secuencia de aminoacidos.
Por otra parte, las ASDs contienen un péptido sefi@ominio CBM_4_ 9 (Carbohydrate

binding domain; PF02018) de unién a carbohidraitosdo en el extremo amino-terminal
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y el dominio catalitico Alpha-L-AF_C (Alpha-L-aratmfuranosidase C-terminus;

PF06964) localizado en el extremo carboxilo-termina

Las familias GH3, GH31 y GH51 daA. thaliana estan formadas por 15, 5y 2
proteinas, respectivamente (vEigura S3 del Anexo 7). En la versién v0.9 (6,5
equivalentes genomicos) del ensamblaje del genaaptoide deC. clementinase han
localizado 19 ORFs (16 completas y 3 parcialeslespondientes a posibles proteinas de la
familia GH3, 9 ORFs correspondientes a posiblesefimas de la familia GH31 (7
completas y 2 parciales) y una ORF correspondianiea posible proteina de la familia
GH51 (verFigura S3del Anexao7). Las XYLs y ASDs se localizan en el apoplastmcaue
algunas de las proteinas de citricos no presentl@ptido sefial (vafiguras S16 S17y
S18del Anexo8 y Anexoll). Este es el caso de I18sXYLs codificadas por los locus
clementine0.9_003281m.g, clementine0.9_004518m.g, lementine0.9_005004m.g,
clementine0.9_005391m.g, clementine0.9_027655neqentine0.9_028200m.g (y I8s
XYLs parciales codificadas por los locus clemer@ife031179m.g vy
clementine0.9_033751m.g), vy lasa-XYLs codificadas por los locus
clementine0.9_004774m.qg, clementine0.9_002132m.g, lemeantine0.9_001417m.qg,
clementine0.9_002886m.g (y las-XYLs parciales codificadas por los locus
clementine0.9_034854m.g y clementine0.9_034951m.g).

La micromatriz de cDNA empleada en este trabajaesba sondas correspondientes a
10 B-XYLs, 5 o-XYL y una ASD de citricos (veFigura 32 y Anexo11). Por tanto, esta
micromatriz de cDNA Unicamente cubre un 53% y u®bbBespectivamente, de las
posibles- y a-XYLs presentes en el genoma de los citricos. liealASD localizada en el
genoma deC. clementinase encuentra representada en la micromatriz dieosit La
Figura 32 muestra el analisis filogenético de las proteitadas familias GH3, GH31 y
GH51 deC. clementinay de las proteinas deducidas de genesAdehaliana cuyos
promotores dirigen la actividafl-glucuronidasa hacia las ZAs de los 6rganos flerale
(AtBXL1, AT5G49360; AtASD1, AT3G10740; AtASD2, ATS5Z6120; AtXYL1,
AT1G68560) y de genes d&. thaliana inducidos en la ZA de los 6rganos florales
(AT5G20950) (Fulton y Cobbett, 2003; Gouj&t al, 2003; Lashbrook y Cai, 2008;
Sampedroet al, 2010). En relacién a la famili#§-XYL, el gen aCL271Contigl

(clementine0.9_002914nj,gque se inducia en la ZAC y en la CF tras 12 yh2de
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tratamiento, y el gen aCL2321Contigl (clementine002988m.g), que se inducia en la
ZAC tras 12 h de tratamiento con etileno y en la €45 24 h de tratamiento, se
encontraban estrechamente relacionados con laimpmo#BXL1 de A. thaliang con
actividad B-glucuronidasa dirigida a las ZAs de los érganasafes por su secuencia
promotora especifica (Goujoet al, 2003). Por otra parte, los genes de citricos
aCL3345Contigl (clementine0.9_002926m.g) y aCL81ig1
(clementine0.9_004996m.g) se reprimian exclusivéaenegn la ZAC tras 12 h de
tratamiento con etileno. El gen aCL3345Contigl rustraba homologia a ningufaxXYL

con actividad en las zonas de abscisién, mientuaseal gen aCL8110Contigl mostraba
homologia a AT5G20950, ungXYL inducida durante la abscision de los estambres
(Lashbrook y Cai, 2008). En relacion a la famili&@ los genes AtASD1 y AtASD2, con
actividad-glucuronidasa dirigida a las ZAs de los érganosafes deA. thalianapor su
secuencia promotora especifica (Fulton y Cobef@3p0quedaban agrupados junto con un
gen de citricos (aKNOAAP8YC15FM1_c; clementineO@1BI9m.g) que no mostraba
cambios significativos de expresién durante laiaist Por Gltimo, dentro de la familia
XYL, el gen aCL6235Contigl (clementine0.9_002017m.gque se reprimia
exclusivamente en la ZAC a las 12 h de tratamieatoetileno, presentaba homologia a la
proteina AtXYL1 deA. thaliang cuya expresion se localiza en la ZA de organmslits
(Sampedro et al, 2010), mientras que el gen aCO08018A05SK c
(clementine0.9_034951m.qg), reprimido en la ZAC yl@&KCF tras 24 h de tratamiento con

etileno, se localizaba en una rama diferente a 28h6ontigl y AtXYL1.
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100[ Clementine0.9_033751m.g (partial peptide)
clementine.9_003281m.g (partial peptide) \
clementine0.9_034798m.g

clementine(.9_027655m.g

dementine0.9_028200m.g

clementine0.2_031179m.g

aC20003A035K_c (clementine0.9_004518m.g)

akMNOAAC3YFLARML_c (clementine0.9_002958m.g)
aCL2321Contigl | (cl ine0.9_002988m.g)
aCL271Contigl ] (el ine0.9_002914m.g) GH3s

B-xylosidases

aCL3345Contigl | (cdlementine0.9_002926m.g)

akKNOAAPLIYM19FMI_c (clementine.9_030102m.g; partial peptide)
aCl4401Contigl (clementine.9_005391m.g)

100 ] clementined.d_028561m.g

clementine0.9_032597m.g

clementine0,9_029507m.g

aCLe096Contigl (clementine0.9_004448m.g)
aCLE110Contigl | (cl ine0.9_004996m.g)
a(18012G12Rv_c (clementing0.9_005004m.g) -
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B0
62
53
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o Larabinforanosid
. d-L-arabinoturanosicases
aKNOAAPBYCISFMI_c (clementined.9_004189m.g)

/ —————————————————— aCL7447Contig] (clementine0.9_001771m.g) \
clementine0.9_001417m.g

aC0B01BA055K_c | (clementine0.9_034951m.g: partial peptide)

100 d ine0.9_002886m.g GH31s
alCOAAASICCIIRMI c{clementine0.9_034854m.g; partial peptide) .
= s . o-xylosidases
80| 00 aCl6235Contigl | (clementine0.9_002017m.g)

100 clementine0.9_004774m.g
100 Eclementin e0.9_002132m.g
\ 98 L 3]COAAALITACO9RML_c [clementine0.9_001891m.g) /

Figura 32. Relaciones filogenéticas entre [agilosidasas (GH3s), lasL-arabinofuranosidasas (GH51s) y tas
xilosidasas (GH31s) localizadas en el genoma hdgldeCitrus clementinalas reguladas por etileno en las
células de la ZAC y/o en las células parenquimatiba la corteza del fruto maduro del naranjo ‘Wagtion
Navel' y las descritas en la literatura como astrsaa la abscision y con activid@d@ylucuronidasa dirigida a las
ZAs por su secuencia promotora especifica en espscies vegetales (ver Anexo 11). El arbol filégeo esta
basado en alineamientos miltiples (ClustalW; Hetmniv.ch.embnet.org/software/ClustalW-XXL.html) y se
genero utilizando el programa MEGA 4.0 mediantanétodo Neighbor-Joining (complete deletion, Poisson
correction). El soporte Bootstrap para 1000 réplsmmuestra en las ramificaciones del arbol. Glaveolores de
los identificadores de las proteinas alineadasri(s), represion de la expresion por etileno exclusiat® en las
células de la ZAC;[@[iflE), induccién de la expresion por etileno en lasileél de la ZAC y en las células
parenquimaticas de la corteza del fruto madurondednjo ‘Washington Navel’;X(XXX), inducidas durante la
activacion de las ZAs en diferentes érganos des @species vegetales; (XX ), con actividadg3-glucuronidasa
dirigida a las ZAs de los érganos florales porestugncia promotora especifica.
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5.3.1.4. Xiloglucano transglicosilasas/hidrolasas<THs; familia 16 de glicésido

hidrolasas)

La hemicelulosa xiloglucano se une a las micrdfdsiparacristalinas de celulosa vy,
de esta manera, participa en la modulacion dertgsqulades mecanicas y en la morfologia
de la pared celular vegetal (Carpita y McCann, 200ha vez depositada en la pared
celular, la estructura del xiloglucano puede serdifftada para generar cadenas de
polisacaridos mas largas o mas cortas gracias aackion de las xiloglucano
transglicosilasas/hidrolasas (XTHSs), enzimas pediemtes a la familia 16 de las glicésido
hidrolasas (CAZy; GH16; http://www.cazy.org/GH16rit Roseet al 2002). Las XTHs
pueden presentar actividad xiloglucano endo-tracwgjlasa (XET; EC 2.4.1.207) y/o
xiloglucano endo-hidrolasa (XEH; EC 3.2.1.151).

La familia XTH deA. thalianaesta compuesta por 33 genes cuyas proteinasd@n si
clasificadas en tres grupos o subfamilias, los Gsupll y I, en funcién de su estructura y
organizacion genomica (Roseal 2002). En la version v0.9 (6,5 equivalentes gaoos)
del ensamblaje del genoma haploide Gleclementinase han localizado 36 ORFs (31
completas y 5 parciales) que potencialmente cadifiproteinas XTH pues presentan un
dominio Glyco-hydro 16 (PF00722) en su secuendiucida de aminoacidos (VErgura
S19 del Anexo 8 y Anexo 12). El analisis filogenético de las familias XTH d&
clementinay A. thaliana(Figura S4 del Anexo7) mostraba 9 proteinas @ clementinay
11 proteinas dé. thalianaen el Grupo |, 18 proteinas @e clementinay 14 proteinas de
A. thalianaen el Grupo Il y 9 proteinas @ clementinay 7 proteinas dé. thalianaen el
Grupo lll. La estructura 3D de las XTHSs es de tip§a plegada con dos asas (loop 1y loop
2) flanqueando el sitio catalitico (Baumaeaial, 2007). Las proteinas deducidas de los
locus clementine0.9_017259m.g y clementine0.9_08mM@, pertenecientes al Grupo llI,
mostraban una extensién en el nimero de aminoaqig®sonforman los loops 1y 2 en
comparacion con los otros miembros de la familidDde C. clementingFigura S19del
Anexo 8). La enzima Tm-NXG1, aislada a partir de semiltis Tropaeolum majus
presenta casi exclusivamente actividad endo-higiaolBanuttet al, 1993) y muestra estas
mismas caracteristicas estructurales diferencidl@seliminacion de ciertos aminoacidos
del loop 2 de Tm-NXG1 modifica la actividad caiaitaumentando enormemente la razén

entre las actividades transglicosilasa/hidrolasdadenzima (Baumanat al, 2007). Por
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tanto, es muy probable que las proteinas dedudeldss locus clementine0.9_017259m.g
y clementine0.9 017408m.g catalicen mayoritariamelat hidrélisis de xiloglucanos.
Excepto los locus clementine0.9_021549m.g y clemed9 031401m.g, todas las
proteinas XTH deducidas presentaban también un monXET_C (PF06955) en su
extremo carboxilo-terminal (véfigura S19del Anexo8y Anexo12). El dominio XET_C
participa en la relajacion de la estructura dealiee@ celular ya que cataliza la rotura de las
cadenas de xiloglucano y la union de los extremmse@dos a los extremos de otras
cadenas de xiloglucano. Las XTHs se localizan eapeplasto y, con la excepcién de las
proteinas deducidas de los locus clementine0.9 31288, clementine0.9_021549m.g y
clementine0.9_029891m.g (y de las proteinas paiafleducidas de los locus
clementine0.9_029942m.g, clementine0.9_029950m.g, lementine0.9_031115m.q,
clementine0.9_031948m.g y clementine0.9_035008n2§),proteinas deducidas d&
clementinapresentaban un péptido sefial en su extremo aminoral Figura S19 del
Anexo 8 y Anexo 12) que dirige su secrecion al espacio extracelu¥kgyama y
Nishitani, 2001). Las proteinas XTH @ clementinacontenian la secuencia conservada
DEIDFEFLG (igura S19del Anexo8), un motivo que se considera que funciona como
sitio catalitico tanto para la actividad transfarasomo para la actividad hidrolasa
(Okazawaet al, 1993, Campbell y Braam 1999). Las potencialegefmas XTH deC.
clementinaeran de tamafio moderado, entre 32 y 42 kDa, exdaptproteinas deducidas
de los locus clementine0.9_022941m.g y clementhd21549m.g que presentaban un
tamafio de 22 y 24 kDa, respectivamente (ver AngRp La secuencia conservada
DEIDFEFLG de la proteina deducida del locus clemeft9_022941m.g es imperfecta
(Figura S19del Anexo8) aunque contiene un dominio Glyco_hydro_16 estiadmmente

significativo (E-value = 1,10e-10).

La micromatriz de cDNA utilizada en este trabajot@ne sondas para 15 XTHs de
citricos (verFigura 33 y Anexo12), por tanto, cubre Unicamente un 42% de las pesibl
XTHs presentes en el genoma de los citricos. Dooglas de cDNA son homdlogas a
genes localizados en el genoma haploideCdelementinamientras que tres sondas de
cDNA representan genes nuevos 0 alelos especifieostras especies de citricos (ver
Anexo 12). La Figura 33 muestra el andlisis filogenético de las proteidada familia
XTH de citricos y de las proteinas deducidas deegele soja (Tuckeset al, 2007),A.
thaliana (Lashbrook y Cai, 2008), platano (Mbéguié-A-Mbégat al, 2009) y tomate

189



(Meir et al, 2010) asociados a la abscision. Excepto paasd del gen MaXET2 de
platano, las XTHs del Grupo | (AtXTH4, AtXTH6 y ADH7 de A. thaliana y
aC02023G10SK_c, aCL6772Contigl y aCL6641Contigtittecos) se reprimen, mientras
que las XTHs de los grupos Il (AtXTH12 y AtXTH19 de thaliang GmXETO0l y
GmXETO02 de soja, MaXET1, MaXTH8 y MaXTH9 de platanXET-BRI de tomate) y
Il (alCOAAA99CHO5RM1_c de citricos, AtXTH28 d&. thalianay MaXTH6 de platano)
se inducen durante el proceso de abscision. Entiahto con etileno de frutos maduros
inducia la expresion de la XTH del Grupo |IlI alCOA29CHO5RM1 c
(clementine0.9_013592m.g) exclusivamente en la Zu€ante las primeras 24 horas de
tratamiento. Este gen estaba estrechamente redaitioton el gen MaXTH6 de platano,
inducido por el desarrollo en la zona de separad@&irfruto (Mbéguié-A-Mbéguiét al,
2009). Ademas, el etileno reprimia la expresion tles genes del grupo |,
aC02023G10SK_c (clementine0.9_017493m.q), aCL67m@ggo
(clementine0.9_017721m.g) y aCL6641Contigl (cleineft9_016046m.g) en la ZAC.
Estos genes estaban estrechamente relacionaddesctres genes da. thalianaque se
reprimen en las células de la ZA de los estamlvashprook y Cai, 2008). La represion de
aC02023G10SK_c (clementine0.9_017493m.g) y de al26adntigl
(clementine0.9_017721m.g) se producia exclusivagnent la ZAC, mientras que en el
caso de aCL6641Contigl (clementine0.9 016046m.@xfaesion se reprimia a las 12
horas de tratamiento en la ZAC y se inducia enHaef el mismo periodo de tiempo. Por
otra parte, el etileno inducia la expresion de ¥®sis del Grupo Il, aC05133F09SK_c
(clementine0.9_017816m.g) a las 12 horas de tratamiy aCL107Contig2 a las 24 horas

de tratamiento, exclusivamente en la CF.
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aC05133B065K_c (clementine0.9_018571m.g)
clementine0.9_018070m.g
clementine0.9_017767m.g
clementine0.9_029942m.g (partial peptide)
clementine0.9_017838m.g

4l aC05133F09SK_c (clementine0.9_017816m.g)
clementine0.9_017749m.g
clementine0.9_029891m.g
clementine0.9_034622m.g
aCL107Contig2

aCL107Contigl (clementine0.9_022941m.g)
clementine0.9_031948m.g (partial peptide)
clementine0.9_034284m.g
clementine0.9_031065m.g

99 clementine0.9_029736m.g

GMXETO1 (Glymal5g18360.1) |
_: clementine0.9_028054m.g
clementine0.9_035008m.g

MaXET1

93l

Group

MaXTH8
(partial peptide)
XET-BRI
22 GmXET02 (Glyma08g11300.1) |
clementine0.9_017649m.g
clementine0.9_031251m.g
clementine0.9_029074m.g
clementine0.9_031115m.g (partial peptide)
clementine0.9_028249m.g
clementine0.9_017188m.g
clementine0.9_017402m.g
(clementine0.9_016046m.g)

AtXTH4 (AT2G06850)
'I: aC02014B11SK_c (clementine0.9_016317m.g)
clementine0.9_033052m.g
_|—— clementine0.9_031401m.g
C

lementine0.9_029950m.g (partial peptide)
AtXTH7 (AT4G37800)

tXTHE (AT5G65730)

(partial peptide)

Group |
(clementine0.9_017493m.g)

Group |

66 aCL6772Contigl | (clementine0.9_017721m.g)
—: alCOAAA24CHO2RM1_c (clementine0.9_017259m.g)
%! alCOAAAB2BAD4RM1 ¢ (clementine0.9 017408m.g

AtXTH28 (AT1G14720

53! aCL156Contigl (clementine0.9_015281m.g)

clementine0.9_031287m.g
MaXTH6 | (partial peptide)
&3 alCOAAA99CHOSRM1 c | (clementine0.9_013592m.g)

aCL3322Contigl (clementine0.9_021549m.g)
alCOAAA62DB10RM1_c (partial peptide)
alCOAAA75DEOLIRM1_c (partial peptide)

Group llI

Figura 33. Relaciones filogenéticas entre las xiloglucanoadgtcosilasas/hidrolasas (GH16s) localizadas en el
genoma haploide d€itrus clementinalas reguladas por etileno en las células de 1€ 3 en las células
parenquimaticas de la corteza del fruto madurondednjo ‘Washington Navel’ y las descritas en farditura
como asociadas a la abscision (ver Anexo 12). Bbl&filogenético esta basado en alineamientos piédti
(ClustalW; http://www.ch.embnet.org/software/CldgtaxXXL.html) y se gener6 utilizando el programa MEG
4.0 mediante el método Neighbor-Joining (compledetébn, Poisson correction). El soporte Bootsprapa 1000
réplicas se muestra en las ramificaciones del a®lasive de colores de los identificadores de lastefmas
alineadas: itrus), induccién de la expresion por etileno exclusieate en las células de la ZACCiifus),
represion de la expresion por etileno exclusivamentlas células de la ZAQSE), represion de la expresion
por etileno en las células de la ZAC e inducciéraancélulas parenquimaticas de la corteza deb;fi(@itrus),
induccion de la expresion por etileno exclusivarmes las células parenquimaticas de la cortezdruaiel;
(XXXX), inducido durante la activaciéon de las ZAs eremifites 6rganos de otras especies vegetalEsiX(),
reprimido durante la activacion de las ZAs en difées 6rganos de otras especies vegetales.
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5.3.1.5.p-galactosidasas{-GALs; familias 2 y 35 de glicésido hidrolasas)

Las pB-galactosidasag3{GALs; EC 3.2.1.23) son enzimas de degradaciéragmied
celular que hidrolizan los residuos terminaleseaaucidos3-D-galactosilo de polimerds
D-galactésido (Smitlet al, 1998). Las enzimgsGAL estan implicadas en la liberacion de
energia almacenada necesaria para el crecimiep@oraen la degradacién de
componentes de la pared celular durante la serdacgren la liberacion de galactosa
durante el reciclaje metabdlico de los galactotipjdas glicoproteinas y los componentes
de la pared celular (Wu y Burns, 2004). [BaSALs pertenecen a las familias 35 0 2 de las
glicosido hidrolasas (GH35; GH2; CAZy; http://wwwaay.org/fam/; Henrissat, 1991). La
familia GH35 agrupa exclusivamente enzimas convidetil B-GAL, mientras que la
familia GH2, ademas d@-GALs, agrupa enzimas con actividgdmanosidasa (EC
3.2.1.25) ypB-glucuronidasa (EC 3.2.1.31). Las proteifa&AL de la familia GH35
contienen en su secuencia de aminoacidos un pépedial, el dominio catalitico
Glyco_hydro_35 (PF01301) y el dominio Gal_LectirFQR2140), que se une a los D-
galactésidos. Las proteingsGAL de la familia GH2 estan formadas por el domini
Glyco_hydro_2 N (PF02837), un péptido sefial, elidantGlyco_hydro_2 (PF00703), el
dominio Glyco_hydro_2 C (PF02836) y el domifigal_small_N (PF02929). El dominio
Bgal_small_N se localiza en el extremo carboxilorieal y contiene un loop N-terminal
gue se inclina hacia el sitio activo cuando sealriggando para producir una conformacion

cerrada.

El genoma deA. thaliana contiene 17 locus que codifican proteiflaGAL de la
familia GH35 y 2 locus que codificghGALs de la familia GH2 (veFigura S5del Anexo
7). En la version v0.9 (6,5 equivalentes genémicdaesensamblaje del genoma haploide de
C. clementinase han localizado 23 ORFs (21 completas y 2 dagligue potencialmente
codificanB-GALs de la familia GH35, ya que presentan el daon@®lyco-hydro_35 en su
secuencia deducida de aminoécidos, y 2 ORFs quéceod3-GALs de la familia GH2,
pues presentan el dominio Glyco-hydro_2 en su setaaleducida de aminoacidos (ver
Figuras S20y S21del Anexo8 y Anexo 13). En relacion a lag-GALs de la familia
GH35, todas las proteinas contenian un péptido |,sediecepto las proteinas
correspondientes a los locus clementine0.9_0025démentine0.9_033922m.g vy

clementine0.9_ 031976, y el dominio Gal_Lectin, gxodas proteinas correspondientes a
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los locus clementine0.9 003023, clementine0.9 0D330clementine0.9 003390,
clementine0.9_003540, clementine0.9 004407, clam&h®_ 029867 (secuencia parcial),
clementine0.9_030842 (secuencia parcial) y cleme@td 031976 (vefiguras S20y S21
del Anexo8y Anexo13). Por otra parte, atendiendo a la familia GHZyrlateina deducida
del locus clementine0.9 002920m.g no contenia lomimios Glyco hydro 2 N y
Glyco_hydro_2, la proteina deducida del locus clgme0.9_001409m.g no contenia el
péptido sefial y los dominios Glyco _hydro 2 C pgal_small_N, y la proteina
correspondiente al gen representado en la micrima®.4443Contigl carecia de péptido

sefial (vefFiguras S20y S21del Anexo8y Anexol3).

La micromatriz de cDNA utilizada en este trabajot@ne sondas de @GALs de
citricos (verFigura 34 y Anexo13), por tanto, cubre Unicamente un 39% de las pasiol
GALs presentes en el genoma de los citricos. Satdas de cDNA son homdlogas a genes
localizados en el genoma haploide @eclementina mientras que dos sondas de cDNA
(aCL4443Contigl y aKNOAAP2YD24FM1_c) representannegge nuevos o alelos
especificos de otras especies de citricos (ver &&8k La Figura 34 muestra el andlisis
filogenético de lag3-GALs de las familia GH35 y GH2 de citricos y de lproteinas
deducidas de genes @e thaliana(Lashbrook y Cai, 2008) relacionados con el proais
abscision. Dentro de la familia  GH35, el gen aCl8@Bantigl
(clementine0.9_003023m.g), homdlogo al ge@&AL inducido durante la abscision de
hojas y frutos citricos (Wu y Burngp04), se inducia exclusivamente en la CF tras @4 h
tratamiento, mientras que en la ZAC no experimentalm cambio de expresion
significativo. El gen aCL1378Contigl (clementine®@03023m.g) se encontraba, ademas,
proximo al gen aC01015E12SK_c (clementine0.9_0022@). reprimido en la ZAC tras
12 y 24 h de tratamiento con etileno e induciddee@F tras 24 h de tratamiento, y al gen
aC31805H10EF _c (clementine0.9_002229m.q), reprimixtdusivamente en la ZAC tras
12 h de tratamiento con etileno. En una rama praxaneste grupo de genes de citricos se
encontraba el gen AT5G56870 de thaliang que se inducia durante la abscisiéon de los
estambres (Lashbrook y Cai, 2008). Finalmente,renrama mas alejada se encontraba el
gen de citricos aCL4443Contigl correspondiente &amailia GH2 def-GALs que se

inducia exclusivamente en la ZAC tras 12 y 24 tralamiento con etileno.
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aKNOAAP2YD24FM1_c "\
clementine0.9_004407m.g

aC01015E125K_¢ | (el ine0.9_002261m.g)

aC31205H10EF_c¢ | (clementine0.9_002229m.g) GH35s
aCL1378Contigl (clementine0.9_003023m.g) B-galactosidases
clementine0.9_002291m.g
clementine0.9_030842m.g (partial peptide)

AtBGAL4 (AT5G56870)

aCL5302Contigl (clementine0.9_001889m.g)
1 clementine0.9_027761m.g
91 clementine0.9_002277m.g

clementine0.9_003301m.g
clementine0.9_002762m.g
clementine0.9_029777m.g
alCOAAASCCO9RMI_c (clementine0.9_031976m.g)
clementine0.9_002546m.g
clementine0.9_030777m.g
clementine0.9_033429m.g
clementine0.9_033922m.g
clementine0.9_003540m.g
clementine0.9_030694m.g
clementine0.9_029867m.g (partial peptide)
aCL1853Contigl (clementine0.9_003390m.g)
( | clementine0.9_002920m.g

1001 3CLa443Contigl GH2s

= aCL4388Contigl (clementine0.3_001409m.g) )

S/

100

69

0.2

Figura 34. Relaciones filogenéticas entre Iggyalactosidasas (GH35s) y las GH2s localizadas| ejereoma
haploide deCitrus clementinalas reguladas por etileno en las células de 1& ¥/n las células parenquimaticas
de la corteza del fruto maduro del naranjo ‘WastondNavel' y las descritas en la literatura comacéslas a la
abscision en otras especies vegetales (ver AnexdELarbol filogenético esta basado en alinearm@nidltiples
(ClustalW; http://www.ch.embnet.org/software/CldgtaxXXL.html) y se gener6 utilizando el programa MEG
4.0 mediante el método Neighbor-Joining (compledetébn, Poisson correction). El soporte Bootsprapa 1000
réplicas se muestra en las ramificaciones del §sotdmente se muestran los valores superiored%4).Xlave de
colores de los identificadores de las proteinaseaflas: itrus), induccion de la expresion por etileno
exclusivamente en las células de la ZACiti(s), represion de la expresion por etileno exclusiat® en las
células de la ZAC;[®ifIE), represion de la expresién por etileno en laslaglde la ZAC y en las células
parenquimaticas de la corteza del fruto madurondehnjo ‘Washington Navel’ ;X(XXX), inducida durante la
activacion de las ZAs en diferentes 6rganos de @species vegetales.

194



5.3.1.6. Pectin metilesterasas (PMEs; familia 8 dmrbohidrato esterasas)

Las pectin metilesterasas (PMEs; EC 3.1.1.11) pecen a la familia 8 de las
carbohidrato esterasas (CE8; CAZy; http://www.camyfam/CE8.html; Coutinhet al,
2003) y catalizan la eliminacion especifica de gaumetilo esterificados en los HGAs de
la pared celular vegetal liberando metanol y presoy creando grupos carboxilo cargados
negativamente. Los HGAs desmetilesterificados puede esta manera, crear enlaces con
iones calcio (CH) y formar geles o ser dianas de enzimas que dagmectinas como las
poligalacturonasas, afectando tanto a la textunaoca la rigidez de la pared celular. Dado
gue la activacion de la abscision esta acompafadena disminucion en el nivel de calcio
en las ZAs (Poovaiah y Rasmussen, 1973), la fodnade enlaces HGAs-Eadebe ser
escasa Yy, sin embargo, muy alta la posibilidadwteen estas condiciones actien sobre los

HGAs enzimas degradadoras de pectinas.

Las PMEs vegetales son pre-proteieadas que la parte madura o activa (el dominio
PME; Pectinesterase; PF01095) esta precedida poextension amino-terminal, la region
PRO, de longitud variable y bajo porcentaje detided de aminoacidos entre las distintas
isoformas. La regién PRO es similar al dominio PMEF04043; Plant invertase/pectin
methylesterase inhibitor; Pelloex al, 2007). En funcién de la presencia o0 no de dasini
PMEI, las PMEs se clasifican en dos grupos: PMEgago 1 (o de tipo 1), sin dominios
PMEI, y PMEs del grupo 2 (o de tipo I), con domsWRPMEI y un motivo de procesamiento
(PM) para proteasas de tipo subtilisina RRLL/RKLMigheli, 2001). Las PMEs
conforman, en las plantas dicotiledoneas, grarafedias multigénicas como, por ejemplo,
la deA. thalianacon 66 miembros, de los cuales 18 pertenecerupbgt y 48 al grupo 2
(Figura S6 del Anexo7). En el genoma haploide d& clementinase han localizado 52
ORFs (43 completas y 9 parciales) que codificanbpes PMEs ya que presentan el
dominio PME en su secuencia de aminoacidos Rigaras S22y S23 del Anexo8 y
Anexo 14). Del total de proteinas PME €& clementina20 proteinas pertenecian al grupo
1 y 32 proteinas al grupo 2. Excepto los locus eld#me0.9_028492m.g vy
clementine0.9_035129m.g, que al tratarse de semseparciales carecian de los dominios
PMEI y RRLL, y los locus clementine0.9_031690m.denentine0.9_033611m.g,
clementine0.9_031088m.g, clementine0.9_005730nelgmentine0.9_006156m.g, que no

contenian el dominio RRLL, todas las proteinas RiMEgrupo 2 deducidas presentaban
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los dos dominios caracteristicos (Vegura S23del Anexo8 y Anexol4). Por otra parte,
las PMEs pueden contener un péptido sefial en senaxtamino-terminal que las etiqueta
para ser exportadas a la pared celular o al esgagiacelular. Tal y como se puede
observar en laBiguras S22y S23del Anexo8, 19 proteinas deducidas (7 parcialesiCde
clementinano presentaban péptido sefial (también Anexold), aunque 7 de estas
proteinas presentaban dominio transmembrana. LaSsPdh péptido sefial ni dominio
transmembrana podrian catalogarse como posiblésrnsas solubles (Pellouet al,
2007). La comparacion de las secuencias de amdwsale los dominios PME de
diferentes PMEs muestra que contienen cinco seiaseoaracteristicas (GXYXE, QAVAL,
QDTL, DFIFG y LGRPW), seis residuos de aminodacidsisictamente conservados y siete
residuos de aminoacidos aromaticos muy consenadese consideran fundamentales a

nivel funcional (Markovic y Janecek, 2004).

La micromatriz de cDNA empleada en este estudidieoa 2 PMEs del grupo 1y 15
PMEs del grupo 2 (vefFigura 35y Anexo 14), por tanto, cubre un 33% de las posibles
PMEs presentes en el genoma de los citricogigiara 35 muestra el analisis filogenético
de las proteinas de la familia PME @eclementingy de las proteinas PME deducidaside
thaliana (Lashbrook y Cai, 2008) y platano (Mbéguié-A-Mbiéget al, 2009) relacionadas
con el proceso de abscisiéon. El tratamiento coleneti de frutos citricos inducia la
expresion de la PME del grupo 1 aCL1451Contigl nfeletine0.9 013443m.q)
exclusivamente en la ZAC tras 12 y 24 h de tratatoi¢ver Anexol4). Contrariamente, la
Unica PME del grupo 1 da. thaliana(AT5G19730) estudiada en relacién al proceso de
abscision, se reprime en la ZA de los estambreshiiraok y Cai, 2008). En relacién al
grupo 2 de PMEs, los genes aC05807A09SK c (clemsh® 007349m.g),
aCL1691Contigl (clementine0.9_006470m.q) y aCL416ig2
(clementine0.9_005431m.g), que se reprimian exadusénte en la ZAC tras 12 y 24 h de
tratamiento con etileno, se encontraban estrechtemeslacionados con los genes
AT3G43270, AT1G11580 y AT3G49220, respectivameqte se reprimen en las células
de la ZA de los estambres Aethaliana(Lashbrook y Cai, 2008). Por otra parte, el etilen
inducia la expresion de la PME del grupo 2 aCL23#8i@1 (clementine0.9_006156m.g)
exclusivamente en la ZAC tras 24 h de tratamielste gen se encontraba alejado

filogenéticamente del resto de genes corresporadieat proteinas PME del grupo 2

196



inducidos durante la abscisién Anthalianay platano (Lashbrook y Cai, 2008; Mbéguié-
A-Mbéguiéet al., 2009).
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clementine0.9_033984m.g (partial peptide)
clementine0.9_028800m.g
clementine0.9_006286m.g
clementine0.9_034071m.g
clementine0.9_033450m.g
clementine0.9_033662m.g

aCL3119Contigl (clementine0.9_006071m.g)
aClL4489Contigl (clementine0.9_012072m.g)
(clementine0.9_005431m.g)
clementine0.9_008159m.g

gg’_| aC05807A095K_c | (clementine0.9_007349m.g)
|—| AT3G43270

clementine0.9_031690m.g
aC31601A01EF_c (clementine0.9_007357m.g)
aCL1069Contig] (clementine0.9_007866m.g)
aCL8133Contigl (clementine0.9_008076m.g)
aCL3567Contig2 (clementine0.9_006885m.g)
1001 clementine0.9_006869m.g
(clementine0.9_006470m.g)

aCL5702Contigl (clementine0.9_005611m.g) CsPME4 (thermostable pectinesterase)
aCL120Contig3 (clementine0.9_005845m.g) CsPME1 (PECS-1.1)

AT3G14310 (AtPME3)
aClL1215Contigl (clementine0.9_007052m.g)
aClL2814Contigl (clementine0.9_005746m.g)
AT1G53840 (AtPME1)
clementine0.9_031088m.g
clementine0.9_028492m.g (partial peptide)

Group 2/type |

clementine0.9_035129m.g (partial peptide)
akKNOAAP8YH13FM1_c (clementine0.9_006529m.g)
(partial peptide)
clementine0.9_033611m.g (partial peptide)
clementine0.9_005730m.g
clementine0.9_034640m.g (partial peptide)
I tine0.9_029028m.g
clementine0.9_010235m.g
1 aCL2379Contigl | (clementine0.9_006156m.g)
clementine0.9_030404m.g
clementine0.9_034865m.g
clementine0.9_033962m.g
clementine0.9_033087m.g
clementine0.9_029158m.g (partial peptide)
clementine0.9_032822m.g
I ine0.9_016227m.g

,£|—7 clementine0.9_028563m.g
98 clementine0.9_034237m.g (partial peptide)

- I— clementine0.9_015146m.g
clementine0.9_031444m.g (partial peptide)

clementine0.9_030662m.g

clementine0.9_030344m.g

clementine0.9_028554m.g

(clementine0.9_013443m.g)

clementine0.9_032555m.g

clementine0.9_029675m.g (partial peptide)

aCL583Contig2 (clementine0.9_013984m.g)

clementine0.9_012831m.g

clementine0.9_011451m.g

Group 1/type Il
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Figura 35 (pagina anterior). Relaciones filogenéticas entre las pectin meéiteses (CE8s) localizadas en el
genoma haploide d€itrus clementinalas reguladas por etileno en las células de 1€ Zf0 en las células
parenquimaticas de la corteza del fruto madurondednjo ‘Washington Navel’ y las descritas en fardtura
como asociadas a la abscision en otras especietalegy(ver Anexo 14). El arbol filogenético esté&drlo en
alineamientos multiples (ClustalW; http://www.chlamet.org/software/ClustalW-XXL.html) y se genero
utilizando el programa MEGA 4.0 mediante el métbghbor-Joining (complete deletion, Poisson cdiveg.

El soporte Bootstrap para 1000 réplicas se muestrias ramificaciones del arbol (solamente se maresos
valores superiores al 50%). Clave de colores dédlstificadores de las proteinas alinead@sris), induccion
de la expresion por etileno exclusivamente endadas de la ZAC;{itrus), represion de la expresion por etileno
exclusivamente en las células de la ZACitr(s), induccién de la expresion por etileno en lasuledl
parenquimaticas de la corteza del frutoiti(us), presente en la micromatriz de citricos de 2Mirfinez-Godoy
et al, 2008) pero sin resultados de la hibridaciGiXXX ), inducido durante la activacion de las ZAs en
diferentes 6rganos de otras especies vegetal#siX( ), reprimido durante la activacion de las ZAs dieréntes
érganos de otras especies vegetales.
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5.3.1.7. Pectin acetilesterasas (PAEs; familia 1& @¢arbohidrato esterasas)

Las pectinas estan formadas por polimeros de &xigalacturénico unidos mediante
enlaces o-(1—4) que intercalan residuos de &cido metilgalacioognlos cuales,
alternativamente, pueden ser esterificados porogrugretilo. ElI grado de acetilacion
modula las propiedades de las moléculas de pegtimntribuye a la complejidad
estructural de la red de pectinas (Mc Nailal 1984). Las pectin acetilesterasas (PAEsS;
E.C 3.1.1.-) pertenecen a la familia 13 de ladafsidrato esterasas (CE13; CAZy;
http://www.cazy.org/fam/CE13.html) y catalizan lhngnacion de grupos acetilo de las
pectinas esterificadas. La desacetilacién de latnaes, que disminuye la hidrofobicidad
del esqueleto de las pectinas, incrementa su $idadbien el agua (Dea and Madden 1986).
La eliminacién de los acetil-ésteres hace a lagin@c mas accesibles a las enzimas

hidroliticas de pectinas, como las pectato lia¥asqautereret al, 2002).

El genoma dé\. thalianacontiene 12 locus que codifican proteinas PAE Rigura
S7 del Anexo7). En la version v0.9 (6,5 equivalentes genomiaie) ensamblaje del
genoma haploide d€. clementinase han localizado 8 ORFs (una de ellas de se@uenci
parcial) que potencialmente codifican PAES, ya prgsentan el dominio PAE (PF03283)
en su secuencia deducida de aminoacidosHigerra S24del Anexo8y Anexo15). Como
se puede observar en Rgura S24 del Anexo 8, todas las proteinas PAE deducidas
presentaban un péptido sefial en el extremo aminortal de su secuencia y excepto la
proteinas correspondientes al locus clementine@4B&bm.g, cuya secuencia era parcial,
y al locus clementine0.9_017250m.g, que preseniabalelecion en el extremo carboxilo-
terminal del dominio PAE, todas presentaban el da@mPAE completo y altamente

conservado.

La micromatriz de cDNA utilizada en este estudiotmme sondas de 6 PAEs de
citricos (verFigura 36 y Anexo 15), por tanto, cubre un 75% de las posibles PAEs
presentes en el genoma de los citricoskigara 36 muestra el analisis filogenético de las
PAEs de las familia CE13 de. clementinay de las proteinas deducidas de geneé.de
thaliana (Lashbrook y Cai, 2008) relacionados con el procds abscision. Los genes
aCL7344Contigl (clementine0.9 _011126m.q) y aKNOARPN19FM1 ¢
(clementine0.9_011652m.g), que se reprimian ex@usente en la ZAC tras 12 h de
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tratamiento con etileno, estaban estrechamenteioakdos con los genes AT3G05910 y
AT2G46930, respectivamente, quéambién se reprimen durante la abscision de los
estambres eA. thaliana(Lashbrook y Cai, 2008). Por otra parte, el unigéh67Contig4

(clementine0.9_012430m.g), que se inducia en la #A€ 12 y 24 h de tratamiento con
etileno y se reprimia en la CF tras 12 h de tratatoi no mostraba homologia con otras

PAEs relacionadas anteriormente con el proceso.

95 aCL7344Contigl | (clementine0.9_011126m.g)
100 AT3G05910

akNOAAP13YN19FM1 ¢ | (clementine0.9_011652m.g)
96 I AT2G46930

aCL6485Contigl (clementine0.9_012183m.g)
alCOAAA97AD10RM1_c (clementine0.9_011093m.g)

100 |—| aCLG?Contig4| (clementine0.9_012430m.g)

L clementine0.9_012707m.g

100 '|— aCL67Contig5 (clementine0.9_017250m.g)
clementine0.9_034885m.g (partial peptide)

al

0.05

Figura 36. Relaciones filogenéticas entre las pectin acétilasas (CE13s) localizadas en el genoma hapleide d
Citrus clementinalas reguladas por etileno en las células de I€ % en las células parenquimaticas de la
corteza del fruto maduro del naranjo ‘Washingtorvéllay las descritas en la literatura como asodadda
abscision en otras especies vegetales (ver AnexdL&rbol filogenético estd basado en alinearnemultiples
(ClustalW; http://www.ch.embnet.org/software/CldgtaxXXL.html) y se generé utilizando el programa MEG
4.0 mediante el método Neighbor-Joining (compledetébn, Poisson correction). El soporte Bootsprapa 1000
réplicas se muestra en las ramificaciones del §sotdmente se muestran los valores superiored%4).Xlave de
colores de los identificadores de las proteinaseatlas: {itrus), represion de la expresion por etileno
exclusivamente en las células de la ZAGIE), induccién de la expresion por etileno en laslaélde la ZAC y
represion en las células parenquiméticas de lazdel fruto; Citrus), presente en la micromatriz de citricos de
20 K (Martinez-Godoyet al, 2008) pero sin resultados de la hibridacio®iixXX), reprimido durante la
activacion de las ZAs en diferentes 6rganos de @species vegetales.
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5.3.1.8. Pectato liasas (PLs; familia 1 de polisatdo liasas)

Las pectato liasas (PLs; EC 4.2.2.2) catalizaridedhsis de la uniéru-(1—4) de los
polimeros de &cido galacturénico que componendasinas (Sun y van Nocker, 2010) vy,
por tanto, participan en la despolimerizacion de pactinas. La accion de las PLs no
conlleva solamente la degradacion de la pared arelsiho también la activacién de
sistemas de defensa, supuestamente mediante riaciifie de oligogalacturénidos desde la
pared celular, los cuales actian como elicitoredelensa (De Lorenzet al, 1991). Las
proteinas PL pertenecen a la familia 1 de polisaséarliasas (PL1l; CAZy;
http://www.cazy.org/fam/PL1.html) y pueden conteparsu secuencia de aminoacidos un
péptido sefial o un dominio transmembrana, un danmitec_lyase N (PF04431) y un
dominio Pec_lyase C (PF00544).

En base al analisis filogenético de sus secuen@aminoacidos, las PLs de plantas
se dividen en 5 grupos diferentes (grupos I, 1],IW y V; Sun y van Nocker, 2010). Las
PLs de los grupos | y Ill contienen un péptido $afi@n dominio transmembrana vy el
dominio Pec_lyase C, las PLs del grupo Il contienenpéptido sefial o un dominio
transmembrana, el dominio Pec lyase N y el domiée lyase C, y las PLs de los

grupos IV y V contienen solamente el dominio Peasdy C.

La familia PL1 deA. thaliana esta formada por 25 proteinas, de las cuales 15
proteinas pertenecen al grupo |, 4 proteinas @oghy 4 proteinas al grupo Ill, 2 proteinas
al grupo IV y una proteina al grupo V (Megura S8del Anexo7). En la version v0.9 (6,5
equivalentes genomicos) del ensamblaje del genaaptoide deC. clementinase han
localizado 19 ORFs que potencialmente codificatginas de la familia PL1, de las cuales
9 proteinas pertenecen al grupo |, 6 proteinagwdogll, 2 proteinas al grupo Ill, una
proteina al grupo IV y 2 proteinas al grupo V (Fegura S8 del Anexo7). Todas las PLs
de citricos contenian los dominios caracteristamsada uno de los grupos en los que se
divide la familia PL1 excepto la proteina corregiente al locus
clementine0.9_029857m.g que, a pesar de tener bgfaoton las proteinas del grupo IV,
contenia un péptido sefial (Megura S25del Anexo8 y Anexo16). Por otra parte, la PL
deducida del locus clementine0.9_009058m.g contanigpéptido sefial y un dominio

transmembrana en su secuencia.
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La micromatriz de cDNA empleada en este trabajdesda sondas correspondientes a
11 PLs de citricos (vefigura 37 y Anexo16), por tanto, cubre un 58% de las posibles PLs
presentes en el genoma de los citricosFigara 37 muestra el analisis filogenético de las
proteinas de la familia PL de@. clementinay de las proteinas deducidas de geneé.de
thaliana (Lashbrook y Cai, 2008), soja (Tuckatral, 2007), platano (Mbéguié-A-Mbéguié
et al, 2009) y rosa (Singét al, 2011) asociados al proceso de abscisién. Cornbsarva
en laFigura 37, todas las PLs relacionadas con la abscision taedanglobadas en los
grupos | y V. En relacion al grupo |, el gen alCOXSAF1IIRML ¢
(clementine0.9_011921m.g), que se inducia excluosvde en la ZAC tras 24 h de
tratamiento con etileno, se encontraba en la mismmea que dos PLs inducidas durante la
abscisidn foliar en soja (GmPL0O1 y GmPL02; Tuaokeal, 2007), dos PLs inducidas en la
zona de abscision de los estambreg dihaliana(AtPLL18 y AtPLL19; Lashbrook y Cai,
2008) y una PL inducida en la zona de separacidrpldéano (MaPEL1; Mbéguié-A-
Mbéguié et al, 2009). En esta misma rama se encontraba tan#digen de citricos
aCL2128Contigl (clementine0.9_012004m.g), que peiméa exclusivamente en la CF
tras 12 h de tratamiento con etileno. Por otra epadl gen aCL4999Contigl
(clementine0.9_007883m.g), que se inducia en la #ZA€24 h de tratamiento con etileno
y en la CF tras 12 y 24 h de tratamiento, qued@psgio en la misma rama que una PL
inducida en la zona de separacion del platano (MaPEbéguié-A-Mbéguiéet al, 2009)
, una PL inducida en la ZA de los pétalos de r@&naghet al, 2011), 2 PLs inducidas
durante la abscisién de estambresfetthaliana(AtPLL23 y AtPLL25; Lashbrook y Cai,
2008) y 2 PLs reprimidas durante la abscision daemgsres erA. thaliana (AtPLL20 y
AtPLL21; Lashbrook y Cai, 2008). Proximo a este pgruse encontraba el gen
aC03011D06SK_c (clementine0.9_012496m.g), queménia exclusivamente en la ZAC
a las 12 y 24 h de tratamiento con etileno. Pamalt el Unico gen correspondiente a una
PL del grupo V relacionado con la abscision seimgjpren la ZA de los estambres &n
thaliana (AtPLL2; Lashbrook y Cai, 2008).
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GMPLO1 (Glymal7g13550.1)
alCOAAA15AF11RM1 c | (clementine0.9_011921m.g)
aCL2128Contigl (clementine0.9_012004m.g)

AtPLL19 (AT4G24780)

clementine0.9_011933m.g
AtPLL18 (AT3G27400)

MaPELZ|

—| aCL4999Contig1| (clementine0.9_007883m.g)
&3 T—1_RoPELL]
aCL4259Contigl (clementine0.9_010148m.g)
lm‘ (clementine0.9_012496m.g)

clementine0.9_034523m.g

— aC02009D04SK_c (clementine0.9_010527m.g)
~| —— clementine0.9_031368m.g
& clementine0.9_010589m.g

clementine0.9_033739m.g
clementine0.9_010640m.g

" alCOAAA38CGO8RM2_c (clementine0.9_010630m.g)
clementine0.9_010609m.g

Group |

53

100
50|

aCL1131Contig2 (clementine0.9_008517m.g)
_%I:CL6343Contig1 (clementine0.9_009058m.g)
( AtPLL2 (AT3G55140)
100 aCL3094Contigl (clementine0.9_012347m.g) Group V
L 83 alCOAAA64DG12FM1_c (clementine0.9_015436m.g)

clementine0.9_029857m.g

0.1

Figura 37. Relaciones filogenéticas entre las pectato li§Bads) localizadas en el genoma haploideCiteus
clementinalas reguladas por etileno en las células de I& ¥/ en las células parenquimaéticas de la codeka
fruto maduro del naranjo ‘Washington Navel' y l&sckitas en la literatura como asociadas a lagibeoén otras
especies vegetales (ver Anexo 16). El arbol filégien estad basado en alineamientos multiples (&lWst
http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW-XXL.hj)nyl se generd utilizando el programa MEGA 4.0 meigia
el método Neighbor-Joining (complete deletion, Saiscorrection). El soporte Bootstrap para 1000icaEp se
muestra en las ramificaciones del arbol (solameat@uestran los valores superiores al 50%). Clawbbres de
los identificadores de las proteinas alineadasry(s), induccion de la expresion por etileno exclusieate en las
células de la ZAC; itrus), represion de la expresion por etileno exclusieate en las células de la ZAC;
(®ITE), induccion de la expresién por etileno en lasileél de la ZAC y en las células parenquiméaticatade
corteza del fruto; itrus), represion de la expresion por etileno en laslaglparenquimaticas de la corteza del
fruto; (XXXX), inducido durante la activacion de las ZAs eremdifites 6rganos de otras especies vegetales;
(XXXX), reprimido durante la activacion de las ZAs deréntes 6rganos de otras especies vegetales.

204



5.3.1.9. Expansinas

Las expansinas (EXPs) son proteinas de entre 25@@ihoacidos que presentan un
péptido sefal en su extremo amino-terminal y dasidios conservados (dominios | y II;
Sampedro y Cosgrove, 2005). En base al andlisigeiiético de sus secuencias de
aminoécidos, las EXPs de plantas se agrupan ebfdnsilias: a-expansinas (EXPA)3-
expansinas (EXPB), expansinas de tipo A (EXLA) ypansinas de tipo B (EXLB).
Experimentalmente, se ha podido demostrar que ¥d3AEy las EXPB participan en la
relajacion de la estructura de la pared celularapuere a lo largo de diferentes procesos
del desarrollo asociados a la modificacién de leeghacelular (McQueen-Masoet al.,
1992; Cosgrovet al, 1997).

Las EXPs pertenecientes a las cuatro subfamiliagaten Unicamente entre un 20-
40% de identidad de secuencia. El dominio | (domiRiosite expansin-EG45; PS50842
InterProScan/Prosite) presenta una cierta homodda glicosido hidrolasas de la familia
45 (GHA45), cuyos miembros son mayoritariameghfie4-D-endoglucanasas de hongos. El
dominio expansin-EG45 comparte varios residuosnii@@acidos del sitio catalitico de las
GH45, aunque las EXPA y las EXPB no presentanagstaidad hidrolitica.

Las EXPAs se diferencian del resto de EXPs pordagncia en el dominio | de una
larga insercion y de una deleciéon a ambos ladosndmotivo conservado HFDL, que es
parte del sitio activo de las GH45. Las EXLAs y &L Bs carecen del motivo HFDL lo
gue sugiere que su actividad debe de ser difedmnta de los otros dos grupos de EXPs.
Ademas, las EXLAs presentan un motivo conservadoolfCDRC) en el extremo amino-
terminal del dominio I, y su dominio Il presentaauextensién de alrededor de 17
aminoacidos, particular de este tipo de EXPs. Ehidm Il (dominio Prosite expansin-
CBD; PS50843 InterProScan/Prosite) presenta vaesisluos de aminoacidos aromaticos
altamente conservados que supuestamente formaréamama de unién a polisacéaridos de
la pared celular (Cosgrove, 2000).

La familia EXP deA. thaliana esta formada por 36 proteinas, de las cuales, 26
proteinas pertenecen a la subfamilia EXPA (AtEXPAd9un pseudogen), 5 proteinas a la

subfamilia EXPB, 3 proteinas a la subfamilia EXLAuya proteina a la subfamilia EXLB.
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En la version v0.9 (6,5 equivalentes genémicosedshmblaje del genoma haploideGle
clementinase han localizado 31 ORFs (29 completas y 2 pasjiajue potencialmente
codifican EXPs (verFigura S9 del Anexo7). Un total de 20 proteinas EXP d&
clementinaguedaron agrupadas en la subfamilia EXPA, 3 prateén la subfamilia EXPB,
3 proteinas en la subfamilia EXLA y 5 proteinadeesubfamilia EXLB (veiFigura S9del
Anexo 7). Como se puede observar erFigura S26 del Anexo8, todas las EXPs dé.
clementinapresentaban los dominios | y Il en su secuenciardimo&cidos. Las EXPAs
deducidas deC. clementinapresentaban la extension y delecion caracterdsstcambos
lados del motivo HFDL. Las EXLAs deducidas @e clementinacontenian el motivo
CDRC en el dominio | y la extensién caracteristcael extremo carboxilo-terminal del
dominio II, a excepcién de la proteina deducida ldelus clementine0.9 019285m.g
(aKNOAAQ1YGO9RM1 c), que presentaba el motivo CDRE€0 no la extension del

dominio Il.

La micromatriz empleada en este trabajo contiendaode 14 EXPs de citricos (ver
Figura 38 y Anexo 17), por tanto, cubre Unicamente un 45% de las pesildXPs
presentes en el genoma de los citricosFigara 38 muestra el analisis filogenético de las
EXPs deC. clementinay de las proteinas deducidas de geneA.dbaliana(Lashbrook y
Cai, 2008), soja (Tuckeet al, 2007), rosa (Sanet al, 2007), satcoSambucus nigra
Belfield et al, 2005), Dondiego de noch®litabilis jalapa; Meir et al, 2006) y platano
(Mbéguié-A-Mbéguiéet al, 2009) relacionados con el proceso de abscik@subfamilia
EXPA agrupaba cuatro genes regulados significattrden en la ZAC y/o en la CF:
aCL2131Contigl (clementine0.9_019423m.q), aC0200&B0 c
(clementine0.9_019412m.q), aCL723Contigl (clemeftid@_019155m.Q) y
aCL1430Contigl (clementine0.9_019734m.g). El genL2dB1Contigl se inducia
exclusivamente en la ZAC tras 24 h de tratamiemto etileno y estaba estrechamente
relacionado con otras EXPAs implicadas en el pmdesabscisidn en otras especies, como
la proteina GmEXPO08, que se inducia durante laisibacfoliar en soja (Tuckeet al,
2007), la proteina RbEXPA1L, que se inducia durémntabscision de los pétalos en rosa
(Saneet al, 2007), la proteina SniEXP4, que se inducia etAalel foliolo de salcoS.
Nigra; Belfield et al, 2005) y la proteina MaEXP1, que se inducia erote de separacion
del fruto en platano (Mbéguié-A-Mbéguweé al, 2009). Como particularidad con respecto a
la proteina deducida del locus clementine0.9_0184@3aCL2131Contigl), cabe resaltar
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gue se sintetiza como una pre-proteina de 254 acithas y 27,01 kDa con un posible
péptido sefial en su extremo amino-terminal de 2@@uidos, mientras que la proteina
madura es de 228 aminoacidos y 24,27 kDs. El ge@®2@@BG07SK_c se indujo
exclusivamente en la ZAC tras 24 h de tratamiemio etileno y qued6 agrupado en la
misma rama que una proteina EXPA reprimida durianébscision de los estambres/en
thaliana (AtEXPA11; Lashbrook y Cai, 2008). El gen aCL728€gl, reprimido en la
ZAC a las 12 h de tratamiento con etileno e indu@d la CF a las 24 h de tratamiento,
mostraba homologia con una EXPA inducida en la zenabscision de los estambresten
thaliana (AtEXPAG; Lashbrook y Cai, 2008), una EXPA indwuzidn la ZA del foliolo en
sauco §. Nigrg SniEXP2; Belfieldet al, 2005), dos EXPAs inducidas en la zona de
separacion del fruto en platano (MaEXP4 y MaEXPBgNLié-A-Mbéguiéet al, 2009) y
una EXPA inducida en la ZA de la hoja en soja (GRBX; Tuckeret al, 2007). Por otra
parte, el gen aCL1430Contigl, que se encontrabramieip en la ZAC y en la CF tras 24 h
de tratamiento con etileno, estaba situado en Emmirama que una EXPA reprimida
durante la abscision de la hoja en soja (GmEXP@tkdret al, 2007). En relacion a la
subfamilia EXLA, el gen aCL1709Contigl (clementir®2®19074m.g), que se reprimia en
la ZAC tras 12 y 24 h de tratamiento y en la CFtea h de tratamiento, estaba
estrechamente relacionado con dos EXLAs, AtEXLARIEXP-B2, reprimidas también
durante la abscision eA. thalianay Dondiego de nocheM, Jalapg, respectivamente
(Lashbrook y Cai, 2008; Me#t al, 2006). Sin embargo, dentro de esta misma submil
se encontraba el gen akKNOAAQ1YGO9RML1_c (clement;iel 9285m.g), que se inducia
exclusivamente en la ZAC tras 12 y 24 h de tratatniecon etileno. Dentro de la
subfamilia EXLB, se encontraba un gen reprimidolesicamente en la CF tras 12 y 24 h
de tratamiento (aC18019D04Rv_c; clementine0.9_03®84) y un gen que no presentaba
resultados de hibridacion (aCL4602Contigl; clenma@i9 _019847m.q).
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aCl2131Contigl | (clementine0.9_019423m.g)
GmEXP0S (Glyma06g14850.1) |
RbEXPAL

clementine0.9_029234m.g

aCL1430Contigl | (clementine0.9_019734m.g)
[ GmEXPO1 (Glyma02g12140.1) |
aCl2452Contigl (clementine0.9_019875m.g)
akKNOAAILBDO7FMZ_c (clementine0,9_020208m.g)
clementine0.9_033871m.g
64l clementine0.9_019813m.g
aCL356Contigl (clementine0.9_019191m.g)
GmEXP03 (Glyma07g15910.1) |

VISEXPA a-expansin
s (EXPA)

alCOAAA94BGO2RM1_c (clementine0.9_019124m.g)
SniEXP2
aCL723Contigl | (clementine0.9_019155m.g)

AtEXPAB (AT2G28350)

clementine0.9_030172m.g
25 aC02006G075K_c | (clementine0.9_019412m.g)
100 AtEXPA11 (AT1G20190)
clementine0.9_019659m.g
clementine0.9_032261m.g (partial peptide)
4|:clementine0.9_033421m.g
99 clementine0.9_031697m.g
alCOAAAG2AHO2RM1_¢ (clementine0.9_013214m.g)
clementine0.9_031484m.g (partial peptide)
— clementine0.9_033986m.g
100— clementine0.9_035662m.g
aCL3482Contigl (clementine0.9_018681m.g)

100

@ AtEXPBS5 (AT3G60570)
a8 clementine0.9_018348m.g
82 clementine0.9_018627m.g
'd aCL1709Contigl | (clementine0.9_019074m.g)

clementine0.9_027792m.g expansin-like A

AtEXLA2 (AT4G38400)

\—{ MJEXP-B2 | (EXLA)

100 [ aKNDARQ1YGO9RMI_c | (clementine0.9_019285m.g) /

aCL4602Contigl (clementine0.9_019847m.g)
clementine0.9_034536m.g

99|

100 clementine0,9_019852m.g expansin-like B
76 clementine0.9_029811m.g (partial peptide) (EXLB)
aC18018D04Rv_c (clementine0.9_019843m.) J

Figura 38. Relaciones filogenéticas entre las expansinadizadas en el genoma haploide @itrus clementina
las reguladas por etileno en las células de la ¥4 las células parenquimaticas de la cortezérutel maduro
del naranjo ‘Washington Navel' y las descritas @diteratura como asociadas a la abscision en espscies
vegetales (ver Anexo 17). El arbol filogenético dedbasado en alineamientos mdltiples (Clustalw;
http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW-XXL.h)nyl se generd utilizando el programa MEGA 4.0 meigia
el método Neighbor-Joining (complete deletion, Baiscorrection). El soporte Bootstrap para 1000icaEp se
muestra en las ramificaciones del arbol (solameat@uestran los valores superiores al 50%). Clavbbres de
los identificadores de las proteinas alineadasry(s), induccion de la expresion por etileno exclusieate en las
células de la ZAC; 5), represion de la expresion por etileno en laslaglde la ZAC y en las células
parenquimaticas de la corteza del fruto maduro rdehnjo ‘Washington Navel’;Jitrus), represion de la
expresion exclusivamente en las células de lazadel fruto; Citrus), presente en la micromatriz de citricos de
20 K (Martinez-Godoyet al, 2008) pero sin resultados de la hibridacio®XXX), inducido, y EXXX),
reprimido, durante la activacion de las ZAs enréifiéges 6rganos de otras especies vegetales.
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5.3.2. Deteccion de expresion génica diferencial eonas de abscision segun la

frecuencia de ESTs

Del conjunto de unigenes relacionados con la retaoi® de la pared celular que se
encuentran representados en la micromatriz de cONACFGP, diez contenian ESTs
procedentes de genotecas de abscision. De estasudigenes, ung-galactosidasa
(aCL1378Contigl), una celulasa acida (aCL1347Cajtiguna pectin acetilesterasa
(aCL67Contig4) y dos poligalacturonasas (aCL675[@dnyy aKNOAAK1DHO04FM2_c)
podian atribuirse especificamente a genotecasstesan segln el andlisis llevado a cabo
con el programa IDEG6T@bla 20). Es decir, s6lo estos cinco unigenes se exprasaba
diferencialmente en zonas de abscision con resgectoos organos/tejidos de citricos v,

por tanto, podrian ser especificos del proceso.

Tabla 20. Unigenes relacionados con la remodelacion de tadpeelular que contienen ESTs procedentes de
genotecas de abscisién. * = unigenes que se expdifsgencialmente en zonas de abscisiéon segurogtgma
IDEGS6 (limite de significacion del test de Audi€laverie = 0.05).

Posible N° ESTs en Nivel de significacior
CFGP singleton/contig Descripcion ortélogo de  genotecas de  (Test Audicy
A.thaliana abscision Claverie)
aCL1378Contigl * Beta-galactosidag@tfus sinensis  AT3G13750 2 0.0402
aCL1347Contigl * Acidic cellulas&€jtrus sinensis AT4G02290 12 0.000001
aKNOAAK1ABO5FM2_c Basic cellulaseCjitrus sinensis AT1G71380 1 0.0691
aClL2131Contigl Alpha-expansi@itrus sinensis AT2G40610 1 0.0691
aCL1709Contigl Expansin-like ARfcinus communjs AT3G45970 1 0.0691
aCL67Contigd * Pectinacetylesterase AT5G26670 3 0.0047
[Ricinus communjs
aCL675Contig4 * Polygalacturonaseyfus communjs AT2G43870 3 0.0047
aKNOAAK1DHO4FM2_c * Polygalacturonas€itrus unshiy ~ AT3G59850 4 0.0012
aCL2029Contigl Polygalacturonase AT4G23820 1 0.1127
[Populus trichocarph
Xyloglucan
aCL107Contig2 endotransglucosylase/hydrolase AT4G25810 2 0.0816

[Ricinus communjs
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5.3.3. Aislamiento y analisisin silico de los promotores de posibles genes

especificos del proceso de abscisién

La estrategia ‘'DNA Walking’ descrita en el apart&d®.5permitié aislar las regiones
promotoras de los gendSitCEL (aCL1347Contigl) yCitPG (aCL675Contig4), genes
potencialmente especificos del proceso de abscse@dn los resultados obtenidos del
andlisis de expresion mediante micromatrices y aéllisisin silico comentado en el
apartaddb.2.5.5 Las regiones promotoras 5’ aisladasGiCEL y CitPG se extienden 896
y 822 pb aguas arriba de la putativa caja TATApeesvamente. Las secuencias de ambos

promotores se pueden consultar en el Arfexo

Un andlisis riguroso de los nuevos promotores @dislarequeriria el estudio de su
actividad siguiendo estrategias basadas en gena®rés, con el objetivo de identificar
genes que pudieran influir en la regulacion dectaviglad de los promotores (Oomo al.,
1998). Sin embargo, el analisis silico se utiliza de forma habitual para determinar
posibles regiones reguladoras de manera fiabler{@pat al, 1995). Con este propdsito,
se analizaron las regiones promotoras aisladaszamilo la plataforma ConSite
(http://asp.ii.uib.no:8090/cgi-bin/CONSITE/consjte/una herramienta informatica que
permite determinar elementos reguladoresiside secuencias gendémicas (Sandetial,
2004). Los resultados revelan que las secuenciasngtoras presentan elementos
reguladores con una elevada similitud a los reddosgor factores de transcripcion de la
familia HD-Zip de Arabidopsis thalianacomo Athb-1 y ATHB5, de la familia MADS-
box, como SQUA Antirrhinum maju¥ y AGL3 (A. thaliang o de la familia bZIP d&.
majus (bZIP910) Tabla 21). También contenian elementos reguladores con logiiaoa
los reconocidos por las proteinas HMG-IY Eisum sativumque regulan la expresiéon

génica a través de la modificacién de la cromdBuptaet al., 1997).
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Tabla 21. Posibles elementos reguladorescenpresentes en las secuencias de los promotoresifespede la
zona de abscisiompCitCEL y pCitPG). Se consideraron los factores de transcripcidpldetas del programa

ConSite y un intervalo de confianza del 85%. + dete sentido, - = cadena complementaria antisentido

Factor de
Promotor transcripcion Secuencia Posicion Score Cadena
pCitCEL bzIP910 ATGTCAT 53-59 7.07 -
Athb-1 TAATTATG 74-81 8.72 +
Athb-1 CATAATTT 104-111 8.16 -
SQUA ATTTCATTTTTTAT 108-121 10.24 -
SQUA CTTTATAATTTTGT 168-181 9.61 -
ATHB5 TAATAATGG 188-196 10.04 -
Athb-1 AATAATGG 189-196 9.50 -
Athb-1 CATTTATT 334-341 8.42 +
bZIP910 ACGTGAG 493-499 7.07 -
Athb-1 AAATTATG 531-538 8.16 +
bzIP910 ACGGCAT 579-585 7.07 -
HMG-IY ATTTTTGCCTCTTTTA 670-685 10.26 -
AGL3 CCAAATTTAC 843-852 8.48 +
pCitPG Athb-1 TAATTAAT 45-52 8.13 +
Athb-1 ATTAATTA 47-54 8.13 -
Athb-1 TATAATTG 152-159 8.53 -
HMG-IY GGAAAAATGGAAAAAT 176-191 13.75 +
SQUA GGAAAAATGGAAAA 176-189 9.47 +
AGL3 CTTTTAATAG 234-243 8.72 -
AGL3 CTTTTAATAG 234-243 8.75 +
Athb-1 AATAGTTG 239-246 8.42 -
Athb-1 ATTAATTG 282-289 9.32 -
Athb-1 ATATTATT 295-302 8.67 +
Athb-1 CATAATTT 457-464 8.16 -
HMG-IY CAGAAAATGGAGAAGC 483-498 10.63 +
AGL3 CCATATGTGG 630-639 9.88 -
AGL3 CCATATGTGG 630-639 9.97 +
HMG-IY ATGTATGTATTTGTCG 655-670 10.54 -
bzIP910 CCGTCAT 674-680 7.07 -
bzIP910 ACGTCGT 684-690 7.07 -
AGL3 CCAAAATTCG 755-764 8.93 +
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5.3.4. Composicion de monosacaridos de las paredesulares de la ZAC durante

la abscisién inducida por etileno

El andlisis mediante cromatografia gas-liquido [#&nseparar y cuantificar los
monosacéaridos mas comunes de las paredes celutaedsnosa (Ara), ramnosa (Rha),
xilosa (Xyl), manosa (Man), galactosa (Gal), agidacturénico (GalUA) y glucosa (GIc).
Tal y como se puede observar enTibla 22, el analisis de monosacaridos no revelo
diferencias significativas relevantes entre la Z&civada (24 y 48 h de tratamiento con
etileno) y la ZAC no activada (0 h) excepto par@ado de la Glc. Aunque la Glc puede
provenir de la hidrélisis de la celulosa y del glloccano, no podemos considerar estos
cambios como completamente asociados al desmaigekande la pared celular debido a
gue pueden provenir también de la hidrélisis paaéalos granulos de almidén presentes
en una parte de las células de la ZAC (Fegura 15). De modo que, a pesar de la
degradacion de las paredes celulares observaddiradgalas 24 h de tratamientBiguras
14y 15), no se produjeron cambios sustanciales en la asicipn de azucares de la ZAC

durante la abscision inducida por etileno.

Tabla 22. Cuantificacion de los monosacaridos que compoag@ated de
las células de la ZAC activada por etileno mediammnatografia gas-
liquido. Los valores vienen dados en nmoles por®mie tejido
microdiseccionado y son la media + ES de tres axgeatos

independientes.

ZAC 0Oh ZAC 24h ZAC 48h

Arabinosa 12.5+5.0 18.8+5.3 121+1.9
Ramnosa 25+15 3.6+20 12+04
Xilosa 6.4+23 85+16 3.2+£0.9
Manosa 24+0.3 43+0.3 25+04
Galactosa 11.3+4.1 18.4+9.3 245+4.1
Acido 207+43  435+116 437+7.6
galacturonico

Glucosa 36.0+£9.9 82.2+253 60.2+5.8
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5.3.5. Inmunolocalizacién de (44)-p-D-galactano, (1-5)-a-L-arabinano vy

homogalacturonano en la ZAC inducida por ACC

La Figura 39 muestra la distribucién espacial y temporal déspobhridos pécticos en
secciones longitudinales de la ZAC. Al inicio dalzscision (Oh), los epitopos reconocidos
por los anticuerpos monoclonales LM5 {#)-3-D-galactano] y LM6 [($5)-a-L-
arabinano] se detectaron con mayor intensidad gralad primariade las células de la
ZAC (Figuras 39.A y 39.B), siendo mas débil la fluorescencia en la laminediay
mientras que el anticuerpo JIM5 (HG parcialment¢ilrasterificado o desesterificado) se
localizaba también en la pared celular primarian yaelamina media, aunque la intensidad
era particularmente elevada en la lamina media yasnuniones entre células de los
espacios intercelularefigura 39.C). En los tres casos, la distribucién de la flucesgia
era homogénea a lo largo de la ZAC y se podiamdist las nuevas paredes de las células
que se localizan en la parte proximal de la Z&@ras 39.A 39.By 39.C, ver también
Figura 15).

Tras 24 h de tratamiento con ACC, las paredes piaside las 2-3 capas de células de
apariencia meristematicse distinguian con gran claridad debido a la mapomulacion
de LM5 y LM6 (Figuras 39.Ey 39.F. Cabe destacar también que, a este tiempo de
tratamiento con ACC, los tres anticuerpos se acalpaul en las células del area rica en
almidon de la ZAC Figuras 39.E 39.F y 39.G. Concretamente, la fluorescencia se
localizaba en las células de las 2-3 capas cetuladyacentes a la zona de apariencia
meristematica, donde se produce principalmenteastalution de las paredes celulares y la

lamina media y la consiguiente separacion celuarKigura 39.1).

En los estados mas avanzados del proceso de abs(36 y 48 h) se detecté mayor
fluorescencia para los tres epitopos tanto en tee gaoximal como distal de las capas
celulares mas proximas a la zona de separaétfguras 39.H-39.9. Ademas, en las
regiones donde la separacion celular era completposlia observar un material sin
estructura aparente que presentaba fluorescengiaintansa Figuras 39.H, 39.] 39.M,
39.Q 39.Ry 39.9. La presenciale dicho material correlacionaba con lo observadtae
Figura 14.B.
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JIM5

Tiempo de [HG parcialmente
tratamiento LM5 LM6 metil-esterificado Control
conAcCc  [(1—4)-B-galactano]  [(1—5)-a-arabinano] Idesesterificado]

Oh

24h

36h

48h

Figura 39. Deteccién por inmunofluorescencia indirecta deogpis pécticos en la ZAC activada con ACC de
frutos maduros de naranjo ‘Navel Ricalate’. Se mame secciones longitudinales con los anticuerpos
monoclonales LM5A4, E, H, K, Ny Q), LM6 B, F,I,L, Oy R) y JIM5 (C, G, J, M, Py S) para detectar
(1—-4)-p-D-galactanos, (b5)-a-L-arabinanos y HGs, respectivamente, tras 0, 84y @8 h de tratamiento. El
control no mostraba inmunofluorescenci?).(Barras: 5pm. = paredes celulares del area con apariencia
meristematica de la ZAC, = acumulacion de anticuerpos en las células delriza en almidon de la ZAQ\ =
materia amorfa procedente de los residuos péctiedas paredes celulares y la lamina media degaadads
microfotografias representan la fusion de imag@mesedentes de la deteccion de epitopos pécticdante el
uso de anticuerpos monoclonales especificos (vgrde)la deteccion de celulosa (azul) con Calcofivbite.
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5.4. Discusién

El andlisis de expresion génica a gran escala ittesen el Capitulolll aporté
informacion relevante acerca de la posible padiifin de un amplio grupo de genes en la
abscisién de frutos activada con etileno. Tal y @se coment6é en dicho capitulo, las
categorias funcionales relacionadas con la remoidelae la pared celular se encontraban
sobre-representadas especificamente en la ZACT@l#a 4). En el presente capitulo se ha
llevado a cabo un estudio mas profundo sdaee familias génicas implicadas en la
hidrélisis y la modificacion de los polisacéaridasld pared celular y la lamina media con el
propdsito de determinar, dentro del elevado nungo proteinas que normalmente
conforman estas familias, aquellas enzimas queigodctuar de manera especifica en el

proceso de abscision.

En este estudio se han localizado en el genomaitdaepiieC. clementindos locus
correspondientes a glicosido hidrolasas, polisdoatiasas, carbohidrato esterasas y
expansinas. Considerando los genes que presemdassonpresas en la micromatriz de
cDNA del CFGP, esta informacién en conjunto ha o valorar el nivel de
representacion de cada familia en la micromatrdemas, el andlisis filogenético entre las
proteinas de cada familia d& clementinay las proteinas ddé. thaliana ha permitido
clasificar las proteinas de citricos en las comedjentes subfamilias o grupos. Los perfiles
de expresion de los genes asociados a estas fopieafueron regulados por el etileno en
las células de la ZAC y/o de la corteza de frutaslumos de ‘Washington Navel’, junto con
el andlisis filogenético entre las proteinasCleclementinalas proteinas reguladas por el
etileno en la ZAC y/o en la CF y las proteinas descen la literatura como asociadas a la
abscisién, asi como la comparacién de la estrugtunteica de todos estos genes, ha
aportado informacién relevante sobre la posible@fpidad funcional de las proteinas de

citricos en la abscisiéon de frutos.

La micromatriz de cDNA utilizada en este estudioa(lihez-Godoyet al, 2008)
contiene sondas para rastrear la expresion de entanuna cuarta parte de las glicésido
hidrolasas de la familia 9, las CELs, localizadaskegenoma haploide de. clementina
La CEL &cida aCL1347Contigl (clementine0.9_008083rse inducia exclusivamente en
la ZAC tras 24 h de tratamiento con etileno. Lagira deducida del gen aCL1347Contigl
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estaba estrechamente relacionada con otras CElsidlad durante el proceso de abscision
en aguacate (PaCEL1; Tonuéf al, 1995), tomate (SLGH9B4; Brumedt al, 1999),
pimiento (CaCEL2; Ferraress al, 1995) y soja (GmCELO09; Tucket al, 2007) Figura
30). La CEL de citricos aCL1347Contigl se induciegrads, en la ZA de hojas y frutos
tras el tratamiento con etileno en trabajos preyigsusti et al, 2008, 2009CsCEL-al
Burnset al, 1998). Estos genes pertenecian al grupo B desCdile englobaba la mayor
parte de las CELs descritas en la literatura camadidas durante la abscision (Fegura
Sl1ldel Anexo8). Todos los miembros del grupo B presentaban ymidm sefial en su
secuencia deducida de aminoéacidos que dirige leipe a la pared celulaFigura S11
del Anexo8). Por tanto, a pesar de que la micromatriz de c@x¥leada en este estudio
Unicamente ha permitido analizar la expresion de euimarta partele las posibles CELs
presentes en el genoma de los citricos, ha siddblposdentificar una CEL

(aCL1347Contigl) potencialmente implicada en lacelén de frutos citricod.os genes

akKNOAAK1ABO5FM2_c (clementine0.9_008549m.q), aCLaB&antigl
(clementine0.9_008291m.q), aCL5093Contigl (clenmex®i9 _004972m.q),
alCOAAA3ABO3RM1_c (clementine0.9_004824m.qg) y aChsgontigl

(clementine0.9_005121m.g) de citricos con homolai&ELs y representados en la
micromatriz de cDNA no mostraron cambios de expresignificativos en la ZAC durante
la activacién del proceso, aunque quedaron agrigpeato CELS de otras especies vegetales
implicadas en el proceso de abscision (vigura 30). Estos resultados sugieren que, a
pesar de la relacion filogenética existesdére CELs, pueden habdivergencia®n cuanto

a su participacion en un proceso determinado. Algurabajos previos (Kirat al, 2006)
sugieren que, dentro de una misma familia génics miembros relacionados
filogenéticamente pueden presentar patrones deesiRpr espacio-temporales diferentes.
En relacion al gen akKNOAAK1ABO5FM2_c cabe menciogae en un estudio anterior
(Burnset al, 1998) su gen homélog€sCEL-b1 se inducia en la ZA de hojas y frutos de
naranjo ‘Valencia'. Estas diferencias podrian debe método de aislamiento de la ZAC
empleado en cada estudio. Por otra parte, los ogaél en A. thaliana de
alCOAAA3ABO3RM1 ¢ y aCL5359Contigl  (AT1G65610 y  AG89720,
respectivamente) pertenecen a una clase de endogkas implicadas en la biosintesis de
celulosa (KORRIGAN; Robest al, 2005) que no han sido relacionadas hasta afooral
proceso de abscision. Por ultimo, no podedescartar la posibilidad de que algunos de los

genes deC. clementinacorrespondientes a CELS que no estan represeniuos
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micromatriz de cDNA utilizada en este estudio, pgu® se encuentran estrechamente
relacionados con CELs implicadas en la abscisionotas especies vegetales, como
clementine0.9_008581m.g, relacionada con SLGH9BRr(Enell et al, 1999; Lashbrook

et al, 1994; Lashbrook y Cai, 2008), clementine0.9 0327§, relacionada con
SLGH9B1 (Lashbroolet al, 1994; Lashbrook y Cai, 2008; Medt al, 2010), SnCEL
(Taylor et al, 1994), BAC (Tuckeret al, 1988) y GmCEL1 (Tuckeet al, 2007),
clementine0.9_004972m.g, clementine0.9_007268m.g clementine0.9_008434m.qg,
relacionadas con PpEG4 (Trainatial, 2006), GhCEL1 (Mishrat al, 2008) y AtGH9BS8
(Lashbrook y Cai, 2008), o incluso clementine0.9982m.g, relacionada
filogenéticamente con aCL1347Conti¢der Figura 30), puedan estar implicadas en la

abscision de frutos en los citricos.

En relacién a la familia de las poligalacturong§¥ss; familia GH28), a pesar de que
la micromatriz de cDNA empleada en este estudieamente cubria un tercio de las
posibles PGs presentes en el genoma de los cjtetasnalisis de expresion permitio
identificar un nimero importante de PGs reguladasepetileno en las células de la ZAC
(ver Figura 31y Anexo 10). El grupo A de la familia GH28 englobaba la mapgarte de
PGs descritas en la literatura como inducidas efAl@ en la zona de dehiscencia (ZD)
activadas de diferentes érganos en otras espesgetales Kigura 31). En este grupo se
encontraba el gen aCL675Contigd (clementine0.9 ®idlg), que se inducia
exclusivamente en la ZAC tras 24 h de tratamientoetileno (Anexdl(Q) y se encontraba
en la misma rama, aunque alejado, que TAPG1, TAPGRPG4 figura 31), tres genes
inducidos durante la abscision de hojas y floremarate (Kalaitziet al, 1997). Por tanto,
la PG aCL675Contig4 podria estar implicada en laciabn de frutos citricos. Sin
embargo, el gen aKNOAAK1DHO4FM2_c (clementine0.2341m.g), que se encontraba
muy préximo al gen aCL675Contig&igura 31), se inducia exclusivamente en las células
de la CF tras 24 h de tratamiento. Por otra paele,dnico gen de citricos
(aC01018C01SK c; clementine0.9_014542m.g) repradentn la micromatriz que se
encontraba proximo a la rama que agrupaba la mpsce de las PGs del grupo A
inducidas durante los procesos de abscision y ciig en diferentes especies vegetales
no mostro datos de hibridacioRigura 31y Anexo 10). Este gen no contenia un péptido
sefial en su secuencia deducida de aminoacidos,ode wue, podria tratarse de una

proteina soluble que no se localizaria en la paeddalar. Sin embargo, los resultados del
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alineamiento de la proteina deducida de clemen8n€d4542m.g, mas corta en el
extremo amino-terminal que las otras proteinasstie grupo (veFigura S14del Anexo8

y Anexo 10), sugieren un posible error de anotacion automdic el genoma haploide de
C. clementinaEl numero de PGs pertenecientes al grupo A idakien la micromatriz de
cDNA de citricos era muy reducido (8 de 46), lo guelica que otras PGs de citricos
relacionadas con las PGs implicadas en la dehiscdrtfruto y en la abscision de érganos
florales erA. thalianay colza B. napu$ (Gonzélez-Carranzet al, 2002, 2007; Kinet al,
2006; Ogaweet al, 2009; Peterseet al, 1996) y en la abscision en manzano (Atkinsbn
al.,, 2002) y en soja (Tuckeet al, 2007), como clementine0.9 010222m.g vy
clementine0.9_033174m.g, podrian estar tambiérnadgs por etileno en la ZAC del fruto

de los citricos.

Las PGs del grupo B descritas hasta ahora erelatlira como relacionadas con la
abscision se reprimian en la ZA activada de difesenrganos en otras especies vegetales.
Este es el caso de AT3G16850 y AT4G23820, reprim@ola ZA de los estambres Ale
thaliana (Lashbrook y Cai, 2008), y de GmPG16, reprimiddaeZA de la hoja en soja
(Tuckeret al, 2007). El presente estudio ha aportado tresasuBGs del grupo B que se
inducen durante la abscision de frutos citricosvada por etileno y muestran diferentes
patrones de expresion: aCL5261Contigl (clementh@®6745m.g) se inducia
exclusivamente en la ZAC tras 12 h de tratamiento atileno, alCOAAA85AB02RM1 ¢
(clementine0.9_008916m.g) se inducia exclusivamentka ZAC tras 24 h de tratamiento
con etileno y aCL3497Contigl (clementine0.9_0098@%nse inducia en la ZAC tras 24 h
de tratamiento con etileno y en la CF tras 12 y t?4de tratamiento. El gen
clementine0.9_006745m.g (aCL5261Contigl) no preseéptido sefial en su secuencia
deducida de aminoécidos, por tanto, podria tratdes@ina proteina soluble que no se
localizaria en la pared celular. Sin embargo, shetblaje de ESTs (>95% identidad de
secuencia) para aCL5261Contigl proporcionaba unteipa deducida mas corta en el
extremo amino-terminal (que si presenta péptidoalsefier Anexo 10) que la
correspondiente a la secuencia del locus clemén@inB806745m.g d€. clementinalo
que, de nuevo, sugiere un posible error de anatamidomatica. Por otra parte, la PG del
grupo C correspondiente al gen aCL1063Contigl (eleme0.9_008942m.g), tambiée
inducia exclusivamente en la ZAC tras 12 y 24 hrd&miento con etileno. Estas PGs de

citricos de los grupos B y C son las Unicas deschasta ahora como inducidas durante la
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abscision de organos. Los genes de citricos aCl@2&1 (clementine0.9_010307m.g) y
aKNOAAA3CH04ZM1_c (clementine0.9_008929m.g) (en ZAIC20006H12SK c) se
inducen preferentemente en la zona de abscisiGndarfZAL) de las hojas de citricos tras
el tratamiento con etileno (Agustt al, 2008, 2009). Estos resultados contrastan con lo
observado en la ZAC del fruto, en la que la expresie aCL2029Contigl se reprime tras
el tratamiento con etileno mientras que la expresié aKkNOAAA3CHO4ZM1_c no esta
afectada por el tratamiento con etileno. Por otdep el gen aCL3497Contigl, inducido
tanto en la ZAC como en la CF, se inducia tambigraeZAL tras el tratamiento con
etileno segun estos mismos estudios (Agetsal, 2008, 2009). Por tanto, parece ser que el
patron de expresion de los genes aCL2029ContigINOAKRA3CHO04ZM1 ¢ vy
aCL3497Contigl es diferente en funcion del érga&ijidt de la planta. Por dltimo, cabe
mencionar que las PGs deé. clementinaque no se encuentran representadas en la
micromatriz de citricos y que estan proximas filegfecamente a PGs implicadas en la
abscision en otras especies vegetaleguta 31), como clementine0.9_028691m.g,
clementine0.9_035213m.g, clementine0.9_028146m.g, lementine0.9_028138m.g,
clementine0.9_010222m.g, clementine0.9_033174m.gclgmentine0.9_029553m.g, o
incluso a la PG de citricos aCL675Contig4d, comomelatine0.9 012357m.g y

clementine0.9_034100m.g, podrian estar implicadad proceso de abscisidn en citricos.

Atendiendo a la familia de lag-xilosidasas [{-XYLs; familia GH3), el gen
aCL271Contigl (clementine0.9_002914maue se inducia en la ZAC y en la CF tras 12 y
24 h de tratamiento con etileno, y el gen aCL232tig (clementine0.9_002988m.g), que

se inducia en la ZAC tras 12 h de tratamiento Yae@F tras 24 h de tratamiento (Anexo
11), se encontraban estrechamente relacionados cprotaina AtBXL1 deA. thaliana
(Figura 32), con actividad3-glucuronidasa dirigida a las ZAs de los 6rganosafes por su
secuencia promotora especifica (Gougoal, 2003). Estos resultados sugieren que, a pesar
de que la micromatriz de cDNA utilizada en esteidist cubre la mitad de las posiblgs
XYLs presentes en el genoma de los citricos, ha pigsible identificar do$-XYLs
(aCL271Contigl y aCL2321Contigl) que podrian pgrdic en la abscision de frutos
citricos y, posiblemente, en otros procesos deraeiga asociados a la CF. Por otra parte,
las B-XYLs aCL3345Contigl (clementine0.9_002926m.g) y L&C10Contigl
(clementine0.9_004996m.g) se reprimian exclusivaenen las células de la ZAC durante

la abscision promovida por el etileréiqura 32). Es la primera vez que la represionpde
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XYLs se asocia a la abscision de 6rganos vegetaferelacion a las familias ASD (familia
GH51) ya-XYL (familia GH31), ninguno de los genes represéios en la micromatriz de
cDNA empleada en este estudio mostré induccionnderia abscisidn activada por etileno.
Asi, la Unica ASD de citricos, aKNOAAP8YC15FM1_defoentine0.9_004189m.g), que
quedd agrupada con los genes AtASD1 y AtASDRgyra 32), con actividadf-
glucuronidasa dirigida a las ZAs de los érganosafes deA. thalianapor su promotor
especifico (Fulton y Cobett, 2003), no mostré camlsignificativos de expresion durante
la abscisién de frutos activada por etileno (Anégp Por dltimo, dentro de la familie
XYL, el gen aCL6235Contigl (clementine0.9_0020179m.gomélogo a la proteina
AtXYL1 de A. thaliana (Figura 32) y cuya expresion se localiza en la ZA de érganos
florales (Sampedret al, 2010), se reprimia exclusivamente en la ZACsala h de
tratamiento con etileno, mientras que aC08018A0%SKclementine0.9 034951m.g)
también se reprimia en la ZAC, ademas de en laadBs 24 horas de tratamiento con
etileno. Estos resultados en relacion a las fasni8D yo-XYL ponen de manifiesto que
el patrén de expresién puede variar de una espeaim a pesar de tratarse de genes muy
proximos filogenéticamente. Por otra parte, terbereh cuenta el porcentaje de
representacion de la familiaXYL de citricos (56%) en la microamtriz de cDNA plieada

en este trabajo, no se puede descartar la positieipacion en el proceso de abscision de
otrasa-XYLs localizadas en el genoma €@ clementinacomo podrian ser lasXYLs
correspondientes a los genes clementine0.9_004@74aementine0.9_002132m.g o
clementine0.9_001891m.g, por su proximidad filogeaéa la proteina AtXYL1 de.
thaliana(Figura 32).

Otra familia de glicosido hidrolasas regulada dteda abscision de frutos activada
por etileno fue la familia de las xiloglucano trglsosilasas/hidrolasas (XTHs; familia
GH16). El unico gen de citricos perteneciente a éamilia cuya expresion aumentaba
durante la abscision de frutos fue alCOAAA99CHO5REI{clementine0.9_013592m.q),
gue se inducia exclusivamente en la ZAC duranteriaseras 24 horas de tratamiento con
etileno. Este gen pertenecia al grupo 11l de lailfartKTH que, como ocurre con el grupo Il
de las XTHs (verFigura 33), agrupaba exclusivamente XTHs descritas en daalitira
como inducidas en las ZAs de diferentes 6rganaditejen otras especies vegetales. La
XTH alCOAAA99CHO5RM1_c estaba estrechamente refemda con el gen MaXTH6 de

platano Figura 33), inducido por el desarrollo en la zona de sepamadel fruto
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(Mbéguié-A-Mbéguiéet al, 2009). Por tanto, a pesar de que la micromaleizZzDNA
empleada en este estudio cubre Unicamente un 42%s gmsibles XTHs presentes en el
genoma de los citricos, ha sido posible identifiogaa XTH potencialmente especifica de la
ZAC. La mayor parte de las XTHs del grupo Ill mabtt represién de la expresion durante
la abscisibn de o6rganos en diferentes especies talege incluidas las XTHs
aC02023G10SK_c (clementine0.9_017493m.q), aCL67m@ggo
(clementine0.9_017721m.g) y aCL6641Contigl (cleinef6t9_016046m.g) de citricos
(ver Figura 33), de modo que, es posible que este grupo de XTaficipe en otros
procesos de separacién celular. Asi pues, muldudrabajos previos han demostrado el
aumento tanto de la actividad XTH como de la exprese miembros de esta familia
génica a lo largo de diferentes procesos del dakawegetal en los que se produce la
degradacion de la pared celular, como la madurag@rfruto (Arrowsmith y de Silva,
1995; Cutillas-Iturraldest al, 1994; Maclachlan y Brady, 1994; Redgwell y Ft$93;
Rose y Bennett, 1999; Schrodral, 1998) o la formacion del aerénquima en la ra&ab

y Sachs, 1996) y de espacios aéreos en el mesiéfila hoja (Antosiewicet al, 1997).
Los genes de citricos aCL6641Contigl (clementinéll®046m.g), aC02014B11SK_c
(clementine0.9_016317m.g) y aCL5100Contigl (clemeft9 017649m.g) se inducen
preferentemente en la zona de abscision lamindnojis de citricos a las 24 horas de
tratamiento con etileno (Agustit al, 2008, 2009). Estos resultados contrastan con los
observados en la ZA del fruto, donde la expresiéra@L6641Contigl se reprime en las
células de la ZAC mientras que la expresion de BCOR11SK c no esta afectada por el
tratamiento con etileno. En el caso de aCL5100@ar({tllementine0.9_017649m.g), que se
encuentra en la misma ranfeigura 33) que los genes MaxXET1, MaXTH8 y MaxXTH9,
que se inducen en la zona de separacion del pléténeguié-A-Mbéguiéet al, 2009), que

el gen GmXETO02, que se induce en el peciolo deja tie soja (Tuckeet al, 2007), que

el gen XET-BRI, que se induce en la ZA de la flertdmate (Meiret al, 2010) y que
AtXTH12, que se induce en las células de la ZA dg éstambres ddé. thaliana
(Lashbrook y Cai, 2008), la micromatriz de 20 Kdflgicos no posee sondas para estudiar
la expresion de este gen y, por tanto, se descai@erimenta cambios en su expresion
durante la activacién de la ZA del fruto de losicits. La estrecha relacion filogenética
observada con estos genes implicados en el pralgesbscision sugiere que la expresion
de clementine0.9_017649m.g podria inducirse erédadas de la ZAC de frutos citricos

tratados con etileno. Este mismo hecho podria dermise en el caso de las XTHs
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correspondientes a los genes de citricos clem@&@n@29891m.g vy
clementine0.9_034622m.g, pertenecientes al grupo oll clementine0.9_031287m.g,
perteneciente al grupo lll, ya que no se encuentegpnesentados en la micromatriz de
cDNA empleada en este estudio pero se encuentrgnpnfximos filogenéticamente a
XTHs inducidas en las ZAs de diferentes Organadfisj en otras especies vegetales
(Figura 33). En general, los resultados obtenidos en citricagesen que miembros
especificos de las XTHs de los grupos Il y Ill sducen durante la abscision de érganos

vegetales mientras que las XTHs del grupo | semepr.

En relacién a lag-galactosidasa$i{GALs; familias GH2 y GH35), a pesar de que la
micromatriz de cDNA utilizada en este estudidore Gnicamente un 39% de las posilfles
GALs presentes en el genoma de los citricos, ha gdsible identificar un gen
potencialmente implicado en la abscision de fruttisricos. Se trata del gen
aCL4443Contigl correspondiente a la familia GH2 pKSALs, que se inducia
exclusivamente en la ZAC tras 12 y 24 h de tratatoieon etileno (ver Anex3). La
sonda de cDNA de este gen impresa en la micromatitlizada en este estudio muestra
homologia parcial a la secuencia proteica dedymdda el locus clementine0.9_002920m.g
del genoma haploide d&. clementina(ver Anexo13). Por tanto, se trataria de un gen
nuevo o un alelo especifico de otras especies tlieosi Ademas, aCL4443Contigl
representa la UnicB-GAL de la familia GH2 descrita hasta ahora eniterdtura como
implicada en el proceso de abscision. Sin embanggntras la proteina deducida del locus
clementine0.9_002920m.g si que muestra la preselecian péptido sefial en su extremo
amino-terminal, la proteina deducida de aCL4443i@bnho muestra esta caracteristica.
Con respecto a la familia GH35 de3-GALs, el gen aCL1378Contigl
(clementine0.9_003023m.g), homdlogo al ges#GAL inducido durante la abscisién de
hojas y frutos citricos (Wu y Burn2004), se inducia exclusivamente en la CF tras @4 h
tratamiento con etileno, mientras que en la ZA@xperimentaba un cambio de expresién
significativo. En un estudio llevado a cabo por sijet al (2009) en citricos, este gen se
reprimia preferentemente en la ZAL de la hoja #ésh de tratamiento con etileno. Las
diferencias entre los trabajos podrian estar mt@cias con el método de aislamiento de la
ZAC del fruto y la ZAL de la hoja empleado en cadso. El gen aCL1378Contigl se
encontraba, ademas, préximo al gen aC01l015E12SKleméntine0.9 002261m.g),

reprimido en la ZAC tras 12 y 24 h de tratamiertdn etileno e inducido en la CF tras 24 h
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de tratamiento, y al gen aC31805H10EF _c (clemedi$n®02229m.g), reprimido
exclusivamente en la ZAC tras 12 h de tratamientoatileno Figura 34). Los resultados
de expresion de aC31805H10EF _c contrastaban cobdervado en la ZAL de la hoja
(Agustiet al, 2008; 2009), en la que aC31805H10EF_c se indtmsael tratamiento con
etileno. Estos resultados sugieren una posiblecégpead de tejido para I$8-GAL
aC31805H10EF_A la vista de los resultados, ningin gen de la fan@H35 de-GALs
representado en la micromatriz de cDNA de citriestaria implicado en la abscision de
frutos, aunque no se puede descartar una posibldicipacion del gen
clementine0.9_030842m.g por su proximidad filogeaétal gen AT5G56870 deé\.
thaliana (Figura 34), que se inducia durante la abscisién de los éstar(Lashbrook y
Cai, 2008). Lo mismo podria ocurrir conplaGAL de la familia GH2 codificada por el gen
clementine0.9_002920m.g, que se encontraba estnech@ relacionada a IA-GAL
aCL4443Contig1Kigura 34).

El etileno regulé también la expresion de genes apgifican pectin metilesterasas
(PMEs; familia CE8). Asi, a pesar de que la microsinade cDNA empleada en este
estudio cubre Unicamente un tercie las posibles PMEs presentes en el genoma de los
citricos, se han identificado dos posibles PME®e&i§ipas de la ZAC de frutos. Este es el
caso de la PME del grupo 1 aCL1451Contigl (clemeft® 013443m.g), que se inducia
exclusivamente en la ZAC tras 12 y 24 h de tratatnieHasta ahora es la Unica PME de
este grupo implicada en el proceso de abscisidfinskegliteratura existente, aunque no se
puede descartar la posible participacion de otfd&sP del grupo 1 localizadas en el
genoma deC. clementinade las cuales la micromatriz de 20 K de citricopasee sondas
para estudiar su expresion. Este podria ser eldmfus genes clementine0.9_028554m.g y
clementine0.9_032555m.g, que estan estrechamentaeciormdos con el gen
aCL1451ContiglKigura 35). Por otra parte, el etileno inducia la expresiéria PME del
grupo 2 aCL2379Contigl (clementine0.9_006156m.g)usivamente en la ZAC tras 24 h
de tratamiento. Este gen se encontraba alejadgefiliticamente del resto de genes
correspondientes a proteinas PME del grupo 2 iddscilurante la abscision (Veigura
35), lo que sugiere que los miembros de una mismailifanyénica alejados
filogenéticamente pueden estar implicados en efnmiproceso bioldgico. El grupo 2 de
PME, ademas, englobaba mayoritariamente genesnidps durante la abscision en otras

especies vegetales, lo que indicaria también queinen misma familia génica existe
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especificidad funcional. Asi, los genes aC05807AQ3S (clementine0.9_007349m.qg),
aCL1691Contigl (clementine0.9_006470m.q) y aCL416ig2
(clementine0.9_005431m.g), que se reprimian exadusénte en la ZAC tras 12 y 24 h de
tratamiento con etileno, y el gen aCL4489Contigtentine0.9_012072m.g), que se
inducia exclusivamente en la CF tras 24 h de tiiatston con etileno, serian especificos de
otros tejidos o0 procesos biologicos. Ademas, seomrban muy proximos
filogenéticamente a otras PMEs reprimidas filogeaétente durante la abscision en otras
especies vegetales. Por (ltimo, cabe destacar quegem aCL1069Contigl
(clementine0.9_007866m.g), homdlogo a una PME iiliduen la ZA de la hoja y del fruto
de los citricos tras el tratamiento con etile@sRFME3 Nairn et al, 1998), no mostraba
cambios significativos de expresién en la ZAC emprelsente analisis. Este hecho podria
deberse a la diferente metodologia empleada patar da ZAC, tal y como se ha
comentado anteriormente. Por otra parte, el gen 1a@Contig3
(clementine0.9_005845m.g) se induce en la zonabdeision laminar de la hoja de los
citricos a las 24 h de tratamiento con etileno,esitbargo, en la ZAC del fruto no mostré
cambios de expresion. Por tanto, el patron de siprele aCL120Contig3 varia en funcion
del tejido de la planta. Ademas, en este estudigeal aCL120Contig3 se encontraba
estrechamente relacionado con el gen AtPME3Adbaliana (ver Figura 35), que se

reprime en la ZA de los estambres.

Otra familia de carbohidrato esterasas reguladaifiigtivamente por el etileno
fueron las pectin acetilesterasas (PAEs; familid&ELa micromatriz de cDNA empleada
en este estudio cubre un 75% de las posibles PAEEemtes en el genoma de los citricos,
por tanto, los resultados de expresion obtenidopgscionan una vision muy completa de
la actuacién de esta familia génica en la abscid@rrutos citricos. El tratamiento con
etileno inducia Udnicamente la expresion de una PABCL67Contig4;
clementine0.9_012430m.g) en la ZAC que, ademagménia en la CF. Esta PAE no se
encontraba relacionada filogenéticamente con ®#iss inducidas durante el proceso de
abscision en otras especies vegetalesKiggra 36). Por tanto, se trata de una nueva PAE
que podria estar actuando de manera especificatdueaabscision de frutos citricos. Por
otra parte, aunque no se puede disponer de damgdesion de clementine0.9_012707m.g
porque la micromatriz de 20 K no contiene sondassie gen, no se puede descartar una

posible participacién en el proceso de abscisiénfrdos citricos por su proximidad
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flogenética al gen aCL67Contig4. El resto de geremulados por el tratamiento con
etileno se reprimian exclusivamente en la ZAC wnadis, mostraron proximidad a PAEs
reprimidas también durante la abscision Arabidopsis thaliana(ver Figura 36). Este

hecho indica que dentro de una misma familia géenéste especificidad funcional.

En relacién a la familia de las pectato liasas (Pamilia PL1), el presente trabajo ha
permitido obtener datos de expresion Unicamentend®8% de las posibles PLs presentes
en el genoma de los citricos. Todas las PLs deastreguladas por el tratamiento con
etileno quedaron agrupadas en el grupo |, comaéletipa totalidad de las PLs relacionadas
con la abscisién en otras especies vegeté&igsiia 37). El gen alCOAAA1L5AF11RM1 ¢
(clementine0.9_011921m.g), que se inducia exclusvde en la ZAC tras 24 h de
tratamiento con etileno, y el gen aCL4999Contiglenientine0.9_007883m.g), que se
inducia en la ZAC tras 24 h de tratamiento coreetily en la CF tras 12 y 24 h de
tratamiento, se encontraban en las mismas ramasogas PLs inducidas durante la
abscision de diferentes drganos/tejidos en otrpscess vegetales (v&igura 37). El gen
aCL4999Contigl se induce, ademas, en la ZAL deja the los citricos tras el tratamiento
con etileno (Agustiet al, 2008, 2009). Por tanto, es muy probable quesegtmes
participen en el proceso de abscision, y el gen4888Contigl podria estar implicado,
ademas, en procesos de separacion celular asociad®@msCF. Por otra parte, el gen
aC03011D06SK_c (clementine0.9_012496m.g), queména exclusivamente en la ZAC
alas 12 y 24 h de tratamiento con etileno, semnaoa en una rama diferente al resto de
PLs inducidasKigura 37). En conjunto, estos resultados ponen de mardfigse dentro
de una misma familia génica pueden existir difeiemen el patron espacial de expresion.
Por (ltimo, cabe mencionar que el gen clementind.9933m.g, del que no se dispone de
datos de expresidn por no estar representadoraictamatriz de cDNA empleada en este
estudio, podria participar en el proceso de alistigor su proximidad filogenética a PLs
implicadas en el proceso de abscision en diferestpscies vegetales, los citricos entre

ellas (verFigura 37).

El tratamiento con etileno regul6 la expresion degwpo de expansinas (EXPs) en
las células de la ZAC y/o de la CF y, a pesar delgunicromatriz de cDNA empleada en
este estudio cubre Unicamente un 45% de las pedii{®s presentes en el genoma de los

citricos, se han podido identificar tres posibledE inducidas exclusivamente en la ZAC.
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Dos de estos genes, aCL2131Contigl (clementinedBABm.g) y aC02006G07SK_c
(clementine0.9_019412m.qg), pertenecian a la subfade lasa-expansinas (EXPAS), que
agrupa todas las EXPs deducidas de genes induadodas ZAs de diferentes
organos/tejidos en otras especies veget&egifa 38). El gen aCL2131Contigl, que se
inducia exclusivamente en la ZAC tras 24 h de mmaato con etileno, estaba
estrechamente relacionado con las EXPAs GmEXPO8kéTet al, 2007), RbEXPA1
(Saneet al, 2007), SniEXP4 (Belfielét al, 2005) y MaEXP1 (Mbéguié-A-Mbégueét al.,
2009), inducidas en las ZAs de diferentes 6rganastms especiefigura 38). Por tanto,

la EXPA de citricos aCL2131Contigl podria particiea la abscision de frutos. El gen
aC02006G07SK_c se inducia exclusivamente en la #AE 24 h de tratamiento con
etileno, aunque se encontraba en la misma ramarueroteina EXPA reprimida durante
la abscision de los estambres A&nthaliana (AtEXPA11; Lashbrook y Cai, 2008). Estos
resultados sugieren que las proteinas muy proxfileggnéticamente pueden desempefiar
funciones diferentes y que tales divergencias poddr, ademas, consecuencia de la
especiacion vegetal. Dentro de esta subfamilia, e calmencionar los genes
clementine0.9_029234m.g y clementine0.9_030172mrgye, aunque no ha sido posible
analizar su expresién por no estar representaddes micromatriz de cDNA empleada en
este estudio, podrian estar implicados en la abacmor su proximidad filogenética a los
genes MaEXP1 y aC02006G07SK c, respectivameRigua 38). Los resultados
referentes a la EXPA aCL1430Contigl, que se reprimtlusivamente en la ZAC tras 24
h de tratamiento con etileno, contrastan con Ieofaslo en el trabajo llevado a cabo por
Agustiet al (2009), en el que aCL1430Contigl se induce peafemente en la ZAL de la
hoja tras 24 h de tratamiento con etileno. Pootagn relacion a esta EXPA podria existir
especificidad de tejido, de modo que actuaria ek@mente en la abscision de las hojas de
los citricos. Por otra parte, cabe resaltar la esipa de tipo A (EXLA)
aKNOAAQ1YGO9RM1 c (clementine0.9_019285m.g), quenskicia exclusivamente en
la ZAC tras 12 y 24 h de tratamiento con etilergye ninguna EXP perteneciente a esta
subfamilia habia sido implicada hasta el momentolacabscision. Tanto las como las
B-expansinas son capaces de relajar las estructutasdparedes celulares vegetales, sin
embargo, este tipo de actividad adn no ha sido deaua para la expansinas de los tipos A
y B (Sampedro y Cosgrove, 2005). Este estudio mot@pnformacion relevante acerca de
las B-expansinas (EXPB) y de las expansinas de tipo)X8.E8) ya que el Unico gen con

homologia a una EXPB, aCL3482Contigl, no mostrolbiasnde expresidn significativos
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durante la abscision, y los genes con homologia XLBE, aC18019D04Rv_c
(clementine0.9_019843m.g) y aCL4602Contigl (cleineft9 019847m.g), se reprimian
exclusivamente en la CF tras 12 y 24 h de tratamieon etileno o no presentaban

resultados de hibridacion, respectivamente.

Los resultados del andlisis de expresion mediameomatrices (Anexo9-17) y del
andlisis filogenético (apartad®.3.1) en relaciébn a este tipo de enzimas fueron
complementados con un analisis silico de expresion génica diferencial utilizando el
programa informatico IDEG6 (Romualdt al, 2003). Este programa permitié determinar
aquellos genes que podrian ser especificos de¢gmade abscision en citricos a partir del
total de genes relacionados con la remodelacidia g@ared celular. De los diez unigenes
gue contenian ESTs presentes en genotecas dei@hssiamente cinco se expresaban
diferencialmente en ZAsT@bla 20). La expresion diferencial en ZAs de los genes
correspondientes a la celulasa acida aCL1347Carégibligacturonasa aCL675Contig4 y
la pectin acetilesterasa aCL67Contig4 correlaciarain los datos de expresion obtenidos
mediante el analisis con micromatrices, es deeirinducian exclusivamente en la ZAC
(ver Anexos9, 10y 16, respectivamente) y, ademas, con la relaciénditégica encontrada
con otras enzimas de pared celular previamenterittesscomo inducidas en la literatura
referente a la abscisiéon (vErguras 30 31y 36, respectivamente). Segln este analisis
silico, la B-galactosidasa aCL1378Contigl y la poligalacturare@SNOAAK1DHO4FM2_c
se expresaban también diferencialmente enZlkss. Sin embargo, segun el analisis de
expresion mediante micromatrices, ambos genesdseiam exclusivamente en células de
la CF (ver Anexod43y 10, respectivamente). A este respecto cabe resaiéalog ESTs de
estas genotecas proceden de una mezcla de tejidosogtiene, ademas de la ZA, tejidos
adyacentes a esta, ya que la ZA no se aislé eruminde los casos mediante MAL. Por
tanto, los ESTs aislados de estas genotecas pquideeder de la expresidn génica de otros
tejidos contenidos en la muestra de partida y mtusivamente de la ZA como en el caso

del estudio mediante micromatrices.

Los genes aCL1347ContigCi(CEL) y aCL675Contig4 CitPG) presentaban una
elevada probabilidad de ser especificos del prodesabscision, tanto por el nivel de
induccion en la ZAC que experimentaron durantectvacion del proceso de abscision

(Anexos9 y 10, respectivamente) como por los resultados delissmédllogénetico y el
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andlisisin silico de expresion diferencial llevados a cabo en eeme capitulo. Por esta
razén, se seleccionaron para el aislamiento deelsigectivas regiones promotoras y el
posterior andlisign silico de las mismas. El andlisis de elementos reguladeneis
determiné que los promotores clonados (ver secasnen el Anexol9) presentaban
secuencias de unién de factores de transcripcidemeeientes a la familia HD-Zip, como
Athb-1 y ATHBS5, y a la familia MADS-box, como SQU®A AGL3 (Tabla 21). Estos
resultados correlacionan con la induccion de traestofes HD-Zip (C02021F02,
ICOAAA56DDO03 y C31809D05) y un factor MADS-box (Q0P7D01) en la ZAC activada
con etileno Tabla 11, apartada3.3.7), por lo que no se puede descartar una funcién de
estos genes en la regulacion de alguno de los pooesode las hidrolasas especificas de la
ZAC. La Unica referencia existente en la literatgua implique a miembros de la familia
HD-Zip con la abscision esta relacionada con lsemeia de elementos ais en el
promotor de la celulasa BAC de judia que reconoestos factores de transcripcion
(Whitelawet al, 2001). Algunos factores MADS-box han sido tamb#&lacionados con la
dehiscencia del fruto dérabidopsis thaliangLiljegrenet al, 2000; Rajani y Sundaresan,
2001), proceso de separacion celular que guardalemada similitud con la abscision. Por
otra parte, ambos promotores contenian elementgpslagores con homologia a los
reconocidos por los factores bZIP910, que se eaprens 6rganos florales detirrhinum
majus o por las proteinas HMG-IY épisum sativungue regulan la expresion génica a
través de la modificacion de la cromatina (Guptaal, 1997). Sin embargo, no se
encontraron datos de expresion significativos epresente trabajo y, hasta el momento,
tampoco se conocen referencias en la literaturaeaeionen este tipo de proteinas con la

abscision.

La disposicién de los promotores de dos genes Bgpsc(CitCEL y CitPG) de un
tejido especializado, como es la ZAC, permitirigigii la expresion de otros genes
candidatos o de funcién desconocida en dicho tgidtrabajos futuros y asi determinar su
posible implicacion en el proceso. Ademas, la ifieation de secuencias reguladoras en
un promotor ha permitido deducir los posibles feetade transcripcion que se unen a ellas

y que, por tanto, podrian regular la actividad elees clave durante la abscision.

Con el objetivo de complementar los resultadosadélisis de expresién y del estudio

filogenético de las familias génicas tratadas ete esapitulo y de comprobar si,
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efectivamente, tal expresion se traducia en algwidencia de actividad enzimatica, se
utilizé una combinacién de técnicas bioquimicasmaunohistoquimicas (apartade.6y
5.2.7. El andlisis de la composicion de monosacaridotad paredes celulares de la ZAC
mediante cromatografia gas-liquido mostré6 que derda activacién del proceso de
abscisién con etileno (24 y 48 h) no se produc@nhios significativos relevantes en los
niveles de arabinosa, ramnosa, xilosa, manosatgatao acido galacturdnico con respecto
a las 0 h (veiTabla 22). Los cambios en el contenido en glucosa (Glc)rijgodser, en
parte, consecuencia de la hidrélisis parcial deddmen las células de la region rica en
almidén de la ZACKigura 15), por tanto, aunque la Glc puede provenir de dadtisis de

la celulosa y del xiloglucano, no podemos considestos cambios como completamente
asociados al desmantelamiento de la pared celulante la abscisién. Sin embargo, la
inmunolocalizacion de los polisacaridos pécticos»>4)--D-galactano, (+5)-o-L-
arabinano y HG, reconocidos por los anticuerpos LM86 y JIM5, respectivamente,
reveld alteraciones en su patron de distribuciotae®AC durante el proceso de abscision
(ver Figura 39). Por tanto, parece ser que las modificaciondasgparedes celulares de la
ZAC durante la abscision se producen a nivel dsgedridos. Es decir, al menos hasta las
48 h de tratamiento con etileno o ACC, no variactenposicion en monosacaridos
estructurales pero si la organizaciéon de los pmisdos y, como consecuencia, la
estructura de las paredes celulares. Estas atiaeiserian suficientes para reducir la

adhesién entre las células de la ZAC y permitgdparacién efectiva del fruto.

Los epitopos reconocidos por los anticuerpos LMW eran mas abundantes en la
pared celular primaria que en la ldmina mediay @dmo se observa en I&guras 39.Ay
39.B. Mientras que, el epitopo reconocido por JIM5amalizaba, fundamentalmente, en la
lamina media y era muy abundante en las uniones eélulas situadas junto a los espacios
intercelulares Kigura 39.C). Las pectinas constituyen la familia mas complgja
heterogénea de polisacéaridos de la pared celulalidiet al, 2008) y estan compuestas de
homogalacturonano (HG), que puede ser metil-estadidé y acetil-esterificado,
ramnogalacturonano | (RG-I), ramnogalacturonan@®(&-11) y xilogalacturonano (Carpita
y McCann, 2000). Los HGs estan formados por mondmee acido D-galacturdnico
(GalUA) unidos por un enlace(1—4) (Micheli, 2001). Los RG-I intercalan monémeros
de (3-4)-a-D-GalUA y L-ramnosa (Rha) unidos por un enlac€l—2) y, ademas,

presentan cadenas laterales que pueden estar fisnidde mondmeros hasta largos
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oligosacaridos de (%4)-8-D-galactano, ($5)-a-L-arabinano o arbinogalactano de tipo |
(Caffall y Mohnen, 2009). Por tanto, de las imagenbtenidas de la ZAC a las 0 h
(Figuras 39.A 39.B y 39.C) se deduce que las paredes celulares primarias era
especialmente ricas en RG-I, mientras que en lan&mmedia predominaban los HG

parcialmente metil-esterificados o desesterificados

Tras 24 h de tratamiento con ACC, las células de2l& capas ricas en almidén
adyacentes a la regién de apariencia meristendgi¢a ZAC acumulaban los polisacaridos
de la pared celular que detectan toss anticuerposF{guras 39.E 39.F y 39.G). La
fluorescencia observada podria ser resultado deumulacion de los residuos de<4)-3-
D-galactano, ($5)-a-L-arabinano y HG procedentes del inicio de la ldisidon de las

paredes primarias.

Tras 36 y 48 h de tratamiento con ACC, la fluorasizera considerablemente mayor
en las capas celulares proximas a la zona de s@fraii&iguras 39.H, 39.J, 39.K, 39.N
39.0y 39.P, donde se observa mayor degradacién de las macstélares y la lamina
media asi como degeneraciéon celular (ver tamibignira 15.1). Por tanto, la elevada
fluorescencia podria ser la consecuencia de ud@stés avanzado de la hidrélisis de las
pectinas. El desmantelamiento de la compleja redcgustituyen las pectinas podria hacer
mas accesibles los epitopos a los anticuerpos ILW& y JIM5, de ahi que se observe
mayor fluorescencia en la ZAC. Ademas, especialenarias 48 h de tratamiento con ACC,
en las regiones donde la separacion celular ergletan(Figuras39.Q, 39.Ry 39.9 se
observaba una materia amorfa de fluorescencia ntapsa resultado, posiblemente, de la
acumulacion de residuos de-¢#8)-B-D-galactano, (3>5)-a-L-arabinano y HG procedentes

de la disolucién total de las paredes celulareslgrhina media.

La accion de las PMEs y las PAEs provoca la desisaeion de las pectinas que las
hace mas susceptibles a la subsiguiente accidnra pectinasas (PLs y PGs) y enzimas
relacionadas (Taiz y Zeiger, 2006). Por otra pd#a®,PLs y PGs hidrolizan el enlage
(1—4) de los polimeros de acido galacturénico que aomap las pectinas (Sun y van
Nocker, 2010; Atkinsoret al, 2002). Otras hidrolasas que actian sobre ldsgeélridos
pécticos son lag-GALs, que hidrolizan el enlage(1—4) de los polimeros que contienen

B-D-galactano (Smitket al, 1998), y las arabinofuranosidasas (ASDs), qdeolizan los
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residuos terminales no reducides -arabinanofuranosil de diferentes polimeros péstiy
hemicelulésicos (arabinanos, arabinogalactanosyiremsilanos, etc.) (Beldmaret al,
1996; Itai et al, 2003; Saha, 2000). En el presente estudio, sen&aron genes
pertenecientes a algunas de estas familias indueidda ZAC, tal y como se ha comentado
anteriormente. Las PMEs aCL2379Contigl y aCL1451iGbry la PAE aCL67Contig4
podrian actuar en primer lugar hidrolizando losimetcetil ésteres, respectivamente, de
los HGs. A continuacion, podrian actuar las PGs @&GContig4, aCL1063Contigl,
aCL5261Contigl, alCOAAA85AB02RM1 ¢ y aCL3497Contigly las PLs
alCOAAA15AF11RM1 ¢ y aCL4999Contigl hidrolizandosléiGs. Estos resultados de
expresion correlacionan con los resultados de imaeteccion mediante el anticuerpo
JIM5, que detecta HGs parcialmente metil estedficao desesterificados. Por otra parte, la
B-GAL aClL4443Contigl podria actuar hidrolizando taslenas laterales de—4)-p-D-
galactano de los RG-I, hecho que correlaciona esmdsultados de la inmunolocalizacion
mediante el anticuerpo LM5. En relacion a la inmaoalizacion de (35)-o-L-
arabinanos, la ASD representada en la micromatrigidicos no se inducia en la ZAC, de
modo que las alteraciones en la distribucion deta-L-arabinanos observadas en la
ZAC podrian deberse a la accion de otras ASDs claidas en la micromatriz empleada en
la presente tesis 0 a la accién de alguna otragiio hidrolasa con actividad-L-
arabinofuranosidasa. De hecho, aCL271Contigl y &212ontigl (que se sobre-expresan
en la ZAC) son homoélogas a AtBXLFifura 32), enzima que presenta actividad dual
xilano 1,4f-xilosidasa ya-L-arabinofuranosidasa (Arsovskit al, 2009; Minic et al,
2006).

A continuacion, se expone el modelo propuesto delarde accion de estas enzimas
sobre los polisacaridos pécticos estudiados pomumwohocalizacion Figura 40). Este
modelo explicaria el incremento de fluorescencigeatado en las paredes celulares y la
lamina media de la ZAC fundamentalmente a las 38 y de tratamiento con ACC (ver
Figura 40.Cy Figura 39) y seria compatible con los datos del contenidmenosacaridos

de las paredes de las células de la ZAC.
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Figura 40. A. Organizacion de los polisacaridos pécticos deal@ celular (figura adaptada de Taiz y Zeiger,
2006). B. Deteccion de los epitopos—#4)-3-D-galactano, (+5)-a-L-arabinano y HG parcialmente metil-
esterificado o desesterificado mediante los antmseLM5, LM6 y JIM5, respectivamente, al inicio geoceso

de abscision.C. Deteccion de los epitopos —-¢#)-3-D-galactano, (35)-o-L-arabinano y HG mediante
anticuerpos tras la accion de PMEs, PAEs, PLs, RG#Ls yp-XYLs durante el proceso de abscision.
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En resumen, la combinacion de técnicas de andisexpresion diferencial mediante
hibridacién de micromatrices de cDNA y mediantegpamas informaticos de prediccion
de expresién diferencial, de analisis filogenétigode analisis de secuencias ha
proporcionado, del total de familias génicas relaadas con la modificacién de la pared
celular, un grupo de genes potencialmente implisaola abscision de frutos citricos v,
por tanto, de gran utlidad para desarrollar otestudios en relacion a este proceso
fisiolégico. Los resultados obtenidos han mostrgde gran parte de los genes de citricos
inducidos en la ZAC presentaban proximidad filogeaé con genes descritos en la
literatura como inducidos también en la ZA de difees tejidos/6rganos en diferentes
especies vegetales y que estos genes compartiemasdlos dominios especificos de la
familia génica correspondiente, hecho que refukrzaformacién obtenida del analisis de
expresién mediante micromatrices. Asimismo, dedér@na misma familia génica, algunos
miembros presentaban diferentes patrones de eéprespaciales y/o temporales o bien el
patrén de expresion variaba en funcion de la espeegetal, a pesar de la proximidad
filogenética, lo que sugiere la existencia de usgeeializacion funcional. Asi, el andlisis
de expresion en las células de la CF tras el tiatdmcon etileno ha revelado que, ademas
de existir genes cuya expresion aumentaba exchaente en la ZAC y que, por tanto,
constituyen isoformas especificas del proceso dscigibn, determinados genes
experimentaban un incremento de expresién en atepdes (ZAC y CF). Ademas, estos
genes estaban estrechamente relacionados con adsusitos en la literatura como
inducidos en ZAs de otras especies vegetales y,tgup, no se puede descartar su
implicacion en el proceso de abscision. Por otmepda disposicion de la secuencia del
genoma deCitrus clementingha permitido obtener el conjunto de genes quetitoysn
estas familias génicas y, aunque para muchos genss disponian de datos de expresion
debido a que no se encuentran representados eicrianmatriz empleada en este estudio,
por su proximidad filogenética con otros genes icaglos en el proceso de abscision en
diferentes especies vegetales deben tenerse dédaracson para otros estudios en relacién
al proceso de abscisién. Finalmente, ha sido poséacionar los resultados de expresion
asociados a algunas de estas familias génicasosotambios estructurales detectados en

las paredes celulares de la ZAC durante la actiedel proceso de abscision.
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5.5. Conclusiones

Los resultados expuestos en este capitulo han fsmbbtener las siguientes

conclusiones:

1) El analisis de los perfiles de expresion de lomegerelacionados con la
remodelacion de la pared celular en la zona desafiscC (ZAC) y en la corteza del fruto
(CF) durante la abscision inducida por etilenotqueon el andlisis filogenético entre las
proteinas d€itrus clemetinalas proteinas reguladas por el etileno en la XACen la CF
y las proteinas descritas en la literatura comaiadas a la abscisién en otras especies
vegetales, ha permitido identificar genes potenwate especificos del proceso de
abscisién. Entre estos genes se encuentran:

- una celulasa (aCL1347Contigit{CEL)

- cuatro poligalacturonasas (aCL675Contigjt?G, aCL1063Contig1,

alCOAAAB5AB0O2RM1_c y aCL5261Contigl)

- una xiloglucano endotransglicosilasa (al COAAA9IIBRM1_c)

- unap-galactosidasa (aCL4443Contigl)

- dos pectin metilesterasa (aCL1451Contigl y aCBEZhtigl)

- una pectin acetilesterasa (aCL67Contig4)

- una pectato liasa (aICOAAA15AF11RM1 c)

- dosa-expansinas (aCL2131Contigl y aC02006G07SK) y una

expansina de tipo A (aKNOAAQ1YGO9RM1_c)

Se han identificado genes inducidos tanto en Iagasede la ZAC como de la CF que
se encuentran estrechamente relacionados con igaplgsados en el proceso de abscision
en otras especies vegetales y que, por tanto, gegamian una funcién en la abscision
ademas de estar implicados en otros procesos deeci la CF. Entre estos genes se
encuentran:

- una poligalacturonasa (aCL3497Contigl)

- dosp-xilosidasas (aCL2321Contigl y aCL271Contigl)

- una pectato liasa (aCL4999Contig1)
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2) Los genes correspondientes a la celulasa aCL134ifQo la poligalacturonasa
aCL675Contig4 y la pectin acetilesterasa aCL67@drde encontraban, ademas, altamente
representados en genotecas procedentes de difemmas de abscisién de citricos. Por
tanto, dentro de las familias génicas asociadas raddificacién de la pared celular, son

potencialmente importantes en el desarrollo detgsgo de abscision.

3) El aislamiento de la region promotora de los gebiéSEL (aCL1347Contigl) y
CitPG (aCL675Contig4) ha permitido deducir los posibiastores de transcripcion que
regularian la expresion de dichos genes. Tres rEstdranscripcionales HD-Zip
(C02021F02, ICOAAA56DDO03 y C31809D05) y un factorABDIS-box (C02017D01),
inducidos en la ZAC activada con etileno, podriasainpefiar una funcién en la regulacion

de estas hidrolasas especificas de la ZAC.

4) El andlisis de la composicion de monosacaridosangg cromatografia gas-liquido
(GLC) y la inmunolocalizacién de polisacaridos es paredes celulares de la ZAC ha
revelado que los cambios en la organizacién depldsacaridos son suficientes para
reducir la adhesién entre las células de la ZAG datos de expresién génica junto a los
resultados obtenidos de la inmunolocalizacién segigue los cambios observados en los
HGs parcialmente desesterificados son resultada deciéon de dos pectin metilesterasas,
una pectin acetilesterasa, dos pectato liasascy galigalacturonasas inducidas en la ZAC
activada por etileno. Por otra parte, los cambios ge producen en los—¢#)-B-D-

galactanos y en los {45)-a-L-arabinanos pueden deberse a la acciéon de fizna

galactosidasa y dos$3-xilosidasas con posible actividadi-L-arabinofuranosidasa,

respectivamente, inducidas en la ZAC.
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VI. Discusion general
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El conocimiento bioquimico y molecular actual aadoi inequivocamente al proceso
de abscisién de 6rganos vegetales ha sido geneeadparte, gracias al estudio de la
abscisién de 6rganos florales en el sistema modielbidopsis thalianaAsi, el estudio de
mutantes en los que la abscision esta parcialatnente bloqueada o bien transcurre de
forma andémala ha proporcionado informacién muy régante sobre la funcién de
diferentes genes en el proceso. Sin embargo, hogli@existe un interés econdémico
creciente por el desarrollo de aproximaciones nutdees centradas en la abscision de
organos en especies con valor agronémico y conhefai@mas, la dificultad que supone
obtener material vegetal para estudios moleculdgkproceso, debido al reducido nimero
de capas celulares que conforman la zona de abscls contribuido a la utilizacion de
otros sistemas vegetales mas convenientes anatémnta queA. thaliang como

Sambucus nigraSolanum lycopersicoa Citrus spp.

En el caso de los citricos, debido a que se trataith especie de gran interés
econémico, es importante dirigir la investigacioal ¢grroceso de abscision hacia las
estructuras reproductivas (flores, ovarios en delary frutos). Un conocimiento profundo
de las rutas o procesos metabdlizoplicados en la abscisién de los citricos implitsat
desarrollo de herramientas agronémicas y biotegmd$é encaminadas a la manipulacién
de este proceso, que seria de especial utilidad emso del fruto. Sin embargo, la ZA de
los frutos (ZAC) se localiza en la region del cdliesta flanqueada por otros tejidos, de
modo que resulta dificil el aislamiento de célutaslusivas de la ZA para estudios
moleculares sin arrastrar una elevada contaminad@nos tejidos adyacentes. Por el
contrario, la zona de abscision laminar (ZAL), lazda entre el limbo foliar y el peciolo,
ha sido elegida tradicionalmente como sistema noopata el estudio de la abscisién en
citricos (Addicott, 1982; Agustét al, 2008, 2009; Burngt al, 1998; Iwahori y van
Stevenink, 1976) debido a su cédmodo acceso y fasimiento y al hecho de que el

material vegetal, las hojas, esta disponible elgoiex época del afio.

Hasta el momento, el estudio global del procesalieision ha sido escaso debido,
en parte, a la carencia general de recursos geasmie existia, especialmente en relacion
a las especies de interés agronémico. Sin emblrg@vances recientes en el area de la
gendmica funcional han proporcionado un conjuntbeteamientas que pueden ser de gran

utilidad para afrontar nuevos retos y ampliar Farimacion disponible sobre el proceso de
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abscision, que es limitada si se compara con ladeahde datos asociados a otros procesos
biolégicos. En el presente trabajo, con el propddé caracterizar en un sentido amplio el
proceso de abscision de los frutos, se han emptéadas de analisis de expresion génica
a gran escala tales como la hibridacién de micmicest Complementariamente, la
utilizacién de técnicas que posibilitan el aislamdede tipos celulares concretos, como la
microdiseccion asistida por laser, ha permitidovesoiar los problemas de muestreo que
entrafia la ZAC. Ademés, el estudio morfologico yatdmico de la ZAC mediante
diferentes técnicas de microscopia e histoquins€a@mo la puesta a punto de métodos de
analisis de metabolitos (HPLC-MS/MS y cromatograjes-liquido) a partir de tejido
microdiseccionado han enriquecido considerablemiesteesultados de expresion génica
asociados a la abscision de frutos citricos. Asmisla utilizacion de herramientas
bioinformaticas (andlisis filogenéticos, analisie decuencias y analisis silico de
colecciones de ESTs) y la disposicién de la secaethel genoma haploide d@itrus
clementina (version v0.9; 6,5 equivalentes gendémicos) ha gldogran utilidad. En
definitiva, la combinacion de tales herramientas graporcionadoinformacion muy
relevante sobre los cambios generales que se modiIt este tejido tanto a nivel celular
como a escala molecular y ha permitido identifigenes o familias génicas con una

funcién reguladora potencial a distintos nivelestaede la ruta de la abscision.

Tradicionalmente, se ha utilizado la fitohormoniéerb para acelerar la abscision de
organos y poder llevar a cabo estudios enfocadblsicidar la serie de eventos que tienen
lugar durante el desarrollo del proceso (Addicdf82; Sexton y Roberts, 1982). Los
tratamientosin vitro con etileno o con su precursor, el &cido 1l-amuiopropano-1-
carboxilico (ACC), han permitido sincronizar la eisgn de frutos, ademas de acelerar el
proceso de abscisién. Se ha constatado tambidactb @nalogo de ambos tratamientos en
una variedad de recoleccion temprana-media (‘WasttmNavel’) y en una variedad de
recoleccion media-tardia (‘Ricalate Navel’). Pantta los resultados obtenidos se pueden
extrapolar a otras variedades de citricos que ayvéambién problemas en el calendario

de recoleccion de la fruta, acontecimiento queos®ce como abscision precosecha.

La caracterizacion morfolégica y anatomica de laCZBa aportado informacién
relevante sobre los cambios especificos que expatan las células de la ZAC durante el

desarrollo de la abscision. Ademas, ha permitidionitar con exactitud las capas celulares
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qgue conforman la ZAC. Asi, la ZAC de los frutogicis estd compuesta por 10-15 capas
organizadas en dos areas celulares: una con agarieeristematica, en la parte proximal
de la ZAC, y otra rica en granulos de almidon, anparte distal de la ZAC. Se ha
comprobado también que en la ZAC, tras la separacéular, se produce expansion
celular en localizaciones concretaslagarte proximal (tejido parenquimatico del calz)
distal (haces vasculares), a diferencia del mopielpuesto er\. thaliana(Patterson, 2001)
segun el cual sélo se produce expansion celulta parte proximal de la ZA, lo que refleja

gue pueden existir diferencias en el desarrollpdateso segun la especie.

El analisis de expresion génica global de la ZAtvada por etileno (Capitulidl ) se
ha abordado mediante el empleo de la micromatrizclBA de citricos del CFGP
(Martinez-Godoyet al, 2008). Tanto la microdiseccion asistida poriagae ha permitido
aislar células exclusivas de la ZAC, como la compian con el andlisis de expresion en
las células de la corteza del fruto, que ha pedmitidentificar aspectos comunes y
divergentes entre la ZAC y la CF (Capitulds y V), han proporcionado datos muy

especificos del proceso de abscision a nivel mtdecu

Los resultados de expresion génica (Capitiilpsugieren una regulacién y actuacion
secuencial de la maquinaria celular durante elrdeiadel proceso de abscisidRigura
41). Durante la primera etapa de la abscisién, ladastde la ZAC reciben una serie de
sefiales 0 estimulos que provocan cambios en siafistao y actividad. Estos primeros
eventos se reflejan en la activacion de la sef@fima mediada por hormonas.
Concretamente, se indujeron genes implicados bio&ntesis de etileno y 4cido abscisico
asi como factores de transcripcion de respuestdeace auxinas y acido abscisico. De
modo que el balance entre estas hormonas podaiacesitrolando el proceso de abscision.
A este complejo de sefializacion hormonal se suraatiaacién de genes relacionados con
la destoxificacién de especies reactivas del oxig&®0S). El hecho de que aumente la
expresion de este tipo de genes implica una satmtapcion de especies ROS en la ZAC,
que han sido relacionadas previamente con la gafigh durante la abscision (Michaedi
al.,, 2001; Sakamot@t al, 2008). Por otra parte, se activa la expresiorgeiees que
codifican quinasas de tipo ‘serine/threonine kihageinasas de tipo receptor (RLK) y
proteinas con repeticiones de leucina (LRR), quias@esponsables de la transduccion de

estas sefales.
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Esta cascada de eventos de sefializacion va acodspafea la activacién de la
regulacion de la transcripcion mediante la indutaié factores de transcripcion, entre los
gue cabe destacar factores de las familias bHLHDEA0x y MYB, implicadas en la
regulacion de procesos de separacion celular €teengeet al., 2003; van Nocker, 2009;
Zhuet al, 2004).

Paralelamente, se inducen genes relacionados dnodénesis de ribosomas y con el
inicio de la traduccion, al mismo tiempo que sevacka maquinaria proteolitica mediada
por ubiquitina. La activaciébn de ambos procesostdsis y degradaciéon de proteinas)
sugiere que durante el proceso de abscisién segrath importante recambio de proteinas
gracias al cual se eliminan proteinas antiguas sibfgs represores del proceso y se
sintetizan otras proteinas necesarias para poaertarf el nuevo metabolismo de la zona de
abscision. La activacion de la sintesis de progeifsaacompafiada también de un aumento
en la sintesis de vesiculas y en la actividad si@iateinas que participan en el transporte
de las mismas. Los resultados del CapitiMo revelaron que las células de la ZAC
promueven, mayoritariamente, la ruta secretoralyaen la actividad de las vias de tréafico
endocitico, vacuolar y de reciclaje. Este trangppddria estar relacionado con el aporte
extracelular de enzimas necesarias para la sefaramlular. Ademas, el andlisis
complementario de los perfiles de expresién desegignes en las células de la CF
(Capitulo1V) ha permitido definir qué genes relacionados domamsporte de vesiculas
actuarian de manera especifica en la ZAC y, pdo.tam el proceso de abscision, y qué
genes participarian en procesos relacionados caegaracion celular comunes a otros

aspectos del desarrollo vegetal, como la maduraEi@enescencia o la expansion celular.

Tras la integracién de las sefales inductoras dab&xision, la activacion de la
regulacion de la transcripcién, la modificacién @skcenario proteico y la distribucion
celular de nuevas proteinas prosiguen una seripratesos encaminados a facilitar la
separacion celular y, en dltima instancia, el desgimiento del érgano, actividad para la
que esta programado este tejido. En este sentdocélulas de la ZAC activaron el
metabolismo de la pared celular tanto a nivel dgrattacion como de biosintesis. En lo
referente a la disolucion de la pared celularhsi@jeron una serie de genes que codifican

enzimas que hidrolizan los polisacaridos de lagasdular y/o la lamina media y alteran
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sus propiedades mecanicas, como las celulasgmligalacturonasas, las pectato liasas, las
pectin esterasas, las xilosidasas, las xiloglutemsglicosilasas, lg&galactosidasas y las
expansinas. La utilizacibn de herramientas de sigain silico ha enriquecido la
informacion de la que se disponia hasta el momactoca de estas familias génicas y su
contribucién en el proceso de abscision. Ademaanalisis en paralelo de la expresion de
estos genes en la CF ha permitido caracterizarcklizacion de este complejo de genes y
determinar su especificidad en el proceso. Compi@éamamente, el andlisis de
monosacaridos de pared mediante cromatografiaigageé sugiere que en la ZAC del
fruto de los citricos no se producen cambios ecolaposicién de las paredes celulares
durante la abscision, mientras que la inmunologelén de polisacaridos estructurales en
las células de la ZAC (Capituld) ha aportado informacion relevante acerca de las
alteraciones que se producen en el patrén deldistéin de los polisacaridos de pared en la
ZAC. A su vez, estas técnicas bioquimicas han pielonestablecer un modelo sobre el

modo de accién de estas enzimas durante el prdeeabscisionKigura 40).

En relacion a la biogénesis de pared, se actindalguinaria de biosintesis de celulosa
y otros polisacaridos de la pared celular y el b@tamo de azlcar-nucleétidos, que
regulan esta biosintesis. Como se ha comentadaoaniente, en el plano de fractura de la
ZAC se observa expansion celular a las 96 h dentiahto con etileno (vétiguras 14.Dy
14.E). Este crecimiento celular puede colaborar enelgasacion celular o puede estar
relacionado con la creacién de capas protectordasepartes del caligue van a quedar
expuestas tras la abscision. Por tanto, estos gesmsados a la biosintesis de pared

estarian relacionados con la ultima etapa del poode separacion celular.

Ademés de estas modificaciones extracelulareshsenea tambiénna activacion de
la sintesis de lignina en la ZAC. La baja espddidid de los métodos de deteccién de la
lignina ha provocado que la implicacion de estdnpeto en la abscision haya sido un
motivo de controversia. Sin embargo, la inducciérvdrios genes de biosintesis de lignina
en la ZAC junto con los resultados de la tinciom gahloroglucinol y del analisis de
intermediarios de la ruta de biosintesis mediaRe GtMS/MS (Capituldll ) demuestran
gue, efectivamente, se sintetiza lignina en la AAs€:guidamente se deposita en el plano
de fractura, concretamente, en garte distal. Este hecho sugiere que la deposidén

lignina durante la abscisién de los frutos parestareelacionada con la generacion de una
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tension en la zona de separacion que posibilitetl@a mecanica de las paredes celulares,
mas que con la formacién de una barrera defensivaipd fisico. Los resultados de
expresién muestran que, complementariamente, seiant genes de la ruta de biosintesis
de cutina y, ademas, se detecté deposicion depeBtaero en el plano de fractura de la
ZAC (Capitulo Ill'). Esta deposicibn de cutina podria estar relad@anaon la

impermeabilizacion y el sellado de la herida resu# de la abscision.

Como ya se ha comentado, paralelamente a la sitesproteinas se activa la ruta
secretora en la ZAC. Este transporte podria estacionado con el aporte extracelular de
enzimas de modificacién de la pared necesariasl@aeparacion celular y con el aporte de
mondémeros de lignina y cutina al plano de fractura.

Por dltimo, las células de la ZAC activan una sdeegenes que codifican proteinas
relacionadas con la defensa frente a patogenadsn@gas, proteinas PR y proteinas de tipo
NBS-LRR). Esta activacién de rutas defensivas adarcomo medida preventiva ya que la
herida que se produce en la planta tras el despnemdo del fruto constituye un lugar

propicio para el ataque patogénico.

En definitiva, los resultados obtenidos en estedésthan permitido establecer la
secuencia de eventos que, de manera ordenada ldirggtividad de las células de la ZAC
desde su activacién hasta la separacion celdf@gu@a 41). La combinacion de
herramientas gendmicas y bioinforméticas, de tésnite histoquimica y microscopia y de
técnicas de analisis bioquimico, junto con el emple la microdiseccién asistida por laser,
han proporcionado una vision global de los cambinsleculares, bioquimicos vy
anatémicos que se producen durante el procesosdesiin de los frutos citricos. El trabajo
desarrollado en la presente tesis supone, por, tantabordaje del proceso de abscision del
fruto muy completo y exhaustivo en una especie vegetaletevado valor agronémico y
comercial como son los citricos.
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Caliz
Zona de abscision C (ZAC)
Corteza del fruto (CF)

Regidn de apariencia meristematica

i Regidn rica en almidoén

ETILENO

- Senalizacion (fitohormonas, ROS, RLKs, LRR-RLKSs)
- Regulacion de la transcripcion
- Metabolismo de proteinas

-Trafico intracelular de vesiculas

- Biosintesis de lignina

- Biosintesis de cutina

- Remodelacion de la pared celular

- Biosintesis de pared celular

- Defensa frente al ataque de patégenos

Remodelacion de la p
%7

Cutina

Arabinano

Figura 41. Modelo propuesto sobre el proceso de abscisidruties citricos activado por etileno. La ZAC de los
frutos estq formada por 10-15 capas celulares ma@das en dos areas facilimente distinguibles: wra c
apariencia meristematica en la parte proximal d&8\@ y otra rica en granulos de almidon en la pdiséal de la
ZAC. Las primeras respuestas al tratamiento cdenetien la ZAC (12 h) a nivel transcripcional cetesn en la
activacion de la sefializacion mediada por hormgnespecies reactivas del oxigeno (ROS), la tramstiuae
sefiales, la regulacion de la transcripcion y elatmgtsmo de proteinas. A las 24 h de tratamiento etdeno
prosigue la activacion de una serie de procesanginados a facilitar la separacion celular y laquroion frente
al ataque de patdgenos: el tréfico intracelulavetgculas, la biosintesis de lignina y cutinaglaadelacion de la
pared celular, la biosintesis de polisacaridos aledy la resistencia frente a patégenos. Estadtadss de
expresion génica se traducen en cambios a nivalacetomo el desmantelamiento de la pared celulé&a y
deposicion de lignina y cutina observada en la Zi@ante las 48 h de tratamiento con etileno y [gaesion
celular observada a las 96 h en el plano de fracteda ZAC.
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VII. Conclusiones generales
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Los resultados obtenidos en el presente estudipdanitido establecer las siguientes

conclusiones:

1) La zona de abscision C (ZAC) de los frutos ciiesta compuesta por 10-15 capas
celulares organizadas en dos areas facilmentenglisiles: una con apariencia
meristeméatica en la parte proximal de la ZAC y oica en granulos de almidon en la parte
distal de la ZAC. El desmantelamiento de los poésaos que constituyen la lamina media
y las paredes de las células de la ZAC se prodkddasivamente en las capas celulares de

la region rica en granulos de almidén.

2) Se han delimitado los cambios especificos quer@gupen a nivel celular en la
ZAC activada por etileno. A las 48 h de tratamierta etileno se produce la disolucién de
las paredes celulares y la lamina media y la coresige separacion celular, asi como la
deposiciéon de polimeros extracelulares (ligninautina). A las 96 h de tratamiento con
etileno se produce la expansion celular en la pproeximal (tejido parenquimatico),
posiblemente en las células de la regién de tipasteenatico, y distal (haces vasculares)
de la ZAC.

3) El tratamiento con etilenm vitro sobre frutos maduros induce la expresiéon de
genes relacionados con la activacion de la ZAC, s 12 h de tratamiento se activa:

- la sefializacion mediada por hormonas y espeeagivas del oxigeno

- la transduccion de sefales

- la regulacion de la transcripcion

- el metabolismo de proteinas

Por otra parte, se inducen genes relacionadosl|aesarrollo de la abscision. Asi, a
las 24 h de tratamiento se activa:

- el tréfico intracelular de vesiculas

- la degradacioén de la pared celular y la lamindiane

- la biogénesis de polisacaridos de la pared aelula

- la biosintesis de lignina y cutina

- la defensa frente a patdgenos
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4) Las células de la ZAC promueven mayoritariamehtieamsporte extracelular de
proteinas en detrimento de otros procesos de traesfirafico endocitico, vacuolar y de
reciclaje). Los genes relacionados con la secredén proteinas que participarian
especificamente en el proceso de abscisidn codlifica

- una COPI

- una Arf-GTPasa

- una Arf-GEF

- una Arf-GAP

- tres Rab-GTPasas

Por otra parte, se han identificado genes reladimmaon el aporte extracelular de
proteinas que participarian en la abscision y emsqirocesos asociados a la CF también
regulados por el etileno. Entre estos genes secatran:

- una COPI

- una COPII

- tres Rab-GTPasas

- dos proteinas SNARE

- una proteina Sec15-like

5) Se han identificado genes relacionados con ldudigm y modificacion de la pared
celular que podrian participar especificamente eleproceso de abscisiéon. Entre estos
genes se encuentran:

- una celulasa

- cuatro poligalacturonasas

- una xiloglucano transglicosilasa

- unap-galactosidasa

- dos pectin metilesterasas,

- una pectin acetilesterasa

- una pectato liasa

- tres expansinas

Por otra parte, se han identificado genes reladmmaon la remodelacion de la pared
celular que desempefiarian una funcién en la abscjsen otros procesos asociados a la

CF también regulados por el etileno. Entre estoggse encuentran:
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- una poligalacturonasa
- una pectato liasa

- dosp-xilosidasas

6) Los datos de expresion génica junto a los resadtathtenidos de la localizacién de
epitopos pécticos en las paredes celulares de Gxsdieren que los cambios observados
en los HGs parcialmente desesterificados son egkultle la accion de, al menos, dos
pectin metilesterasas, una pectin acetilesterasas ¢ectato liasas y cinco
poligalacturonasas inducidas en la ZAC activadagiiteno. Por otra parte, los cambios
que se producen en los—#)-B-D-galactanos y en los {15)-a-L-arabinanos pueden
deberse a la accién de uprgalactosidasa y ddsxilosidasas con posible actividadL-

arabinofuranosidasa, respectivamente, inducidés 2AC.
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