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Resumen

RESUMEN

El cultivo de los citricos representa la mayor produccién de frutos en el mundo
y Espafa, en particular, ocupa una posicion relevante siendo el quinto productor y
primer exportador mundial de citricos para su consumo en fresco. La obtencion de
variedades de alta calidad comercial y elevada produccién, capaces de satisfacer las
exigencias del mercado, constituye un objetivo esencial de la citricultura actual. El
desarrollo vegetativo determina la forma y el comportamiento general de la planta, de
modo que tiene una influencia decisiva en la cantidad y calidad del fruto, asi como en
las préacticas culturales. Sin embargo, el conocimiento de las sefiales que regulan el
desarrollo vegetativo en citricos es limitado. En este trabajo se han desarrollado
nuevas herramientas de gendmica funcional, en particular colecciones de ESTs y
micromatrices de DNA, con las que hemos estudiado en detalle diversos aspectos del
desarrollo vegetativo en citricos. Mediante el andlisis funcional de una coleccion de
ESTs generada a partir de tejidos vegetativos hemos aislado los genes relacionados
con la funcién principal de estos tejidos, la fotosintesis. Adicionalmente, a partir de la
coleccion de ESTs del Proyecto de Gendémica Funcional de Citricos (CFGP) hemos
identificado genes implicados en el metabolismo de isoprenoides y flavonoides en
citricos. La mayoria de los genes de la biosintesis de fitohormonas derivadas de
isoprenoides, como giberelinas (GAs), brasinosteroides y &cido abscisico no habian
sido aislados antes en citricos. La identificacion de los genes de biosintesis de
monoterpenos y sesquiterpenos, responsables del aroma tanto de las hojas como del
fruto, ha mostrado que la familia de terpeno sintasas en citricos es una de las mas
amplias y diversas en plantas. El andlisis de la expresibn génica mediante
micromatrices de DNA nos ha permitido elaborar mapas de expresion génica en los
tejidos reproductivos y en los tejidos vegetativos, incluida la raiz. Mediante estos
mapas hemos podido comprender mejor las funciones de cada uno de los tejidos
analizados. Finalmente, hemos estudiado la regulacién del desarrollo vegetativo
mediada por GAs mediante el andlisis de la expresién génica de plantas transgénicas
del patron de citricos citrange Carrizo que sobre-expresan el gen CcGA200x1
(implicado en la biosintesis de GAs). Los resultados muestran que la sobre-expresion
de dicho gen conlleva una profunda modulacion de la expresién génica. En concreto,
hemos encontrado, por primera vez en plantas con un contenido elevado de GAs, una
induccion global de los genes implicados en la fotosintesis y en el ciclo de Calvin y una
represion general de los genes relacionados con la sintesis de proteinas y con la
biogénesis de ribosomas, lo que sugiere que dichos procesos estan regulados por

GAs. Ademas, hemos podido determinar que la activacién transcripcional de los genes
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relacionados con la fotosintesis conduce a un aumento de la capacidad de fijacion
fotosintética de CO, de estas plantas. La expresién de genes que pertenecen a grupos
funcionales no descritos previamente como grupos regulados por GAs (como estrés de
origen bidtico y abibtico o biosintesis de la cuticula), asi como de genes relacionados
con la arquitectura de la pared celular se encuentra asimismo modificada en las
plantas que sobre-expresan el gen CcGA20ox1l. Las herramientas de gendmica
funcional generadas en este trabajo con su potencial para aislar genes de interés
agrondémico, para generar marcadores moleculares y para caracterizar colecciones de
germoplasma, entre otros, podrian contribuir al desarrollo de nuevos cultivares de
citricos adaptados a las condiciones ambientales y cuya produccién pueda satisfacer

las caracteristicas deseadas por los consumidores.
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RESUM

El cultiu dels citrics representa la major produccié de fruits en el mén i
Espanya, en particular, ocupa una posicié rellevant sent el cinqué productor i primer
exportador mundial de citrics per al seu consum en fresc. L'obtencié de varietats d’'alta
qualitat comercial i elevada produccio, que s’adapten a les exigéncies del mercat,
constituix un objectiu essencial de la citricultura actual. El desenvolupament vegetatiu
determina la forma i el comportament general de la planta, i té una influéncia decisiva
en la quantitat i qualitat del fruit, aixi com en les practiques culturals. Aixi i tot, el
coneixement dels senyals que regulen el desenvolupament vegetatiu en citrics és
limitat. En aquest treball s’han desenvolupat noves eines de gendomica funcional, en
particular col-leccions d’ESTs i micromatrius de ADN, amb les que hem estudiat en
detall diferents aspectes del desenvolupament vegetatiu en citrics. Mitjancant I'analisi
funcional d’'una col-leccié d’'ESTs generada a partir de teixits vegetatius hem aillat els
gens relacionats amb la funci6 principal d’aquests teixits, la fotosintesi. A més, a partir
de la col-lecci6 d’ESTs del Projecte de Genomica Funcional de Citrics (CFGP) hem
identificat gens implicats en el metabolisme d’isoprenoids i flavonoids en citrics. La
majoria dels gens de la biosintesi de fitohormones derivades d’isoprenoids, com
giberelines (GAs), brasinosteroids i acid abscisic no havien sigut aillats abans en
citrics. La identificacié dels gens de biosintesi de monoterpenos i sesquiterpenos,
responsables de I'aroma de fulles i fruits, ha mostrat que la familia de terpeno sintasas
en citrics és una de les més amplies i diverses en plantes. L'analisi de I'expressio
genica per mitja de micromatrius de ADN ens ha permés elaborar mapes d’expressio
genica en teixits reproductius i vegetatius, inclosa l'arrel. Mitjancant aquests mapes
hem pogut comprendre millor les funcions de cadascun dels teixits analitzats. Per
altim, hem estudiat la regulacié del desenvolupament vegetatiu per GAs per mitja de
'analisi de I'expressié génica de plantes transgéniques del patré de citrics citrange
Carrizo que sobre-expressen el gen CcGA200x1 (implicat en la biosintesi de GASs). Els
resultats mostren que la sobre-expressio d’aquest gen suposa una profunda modulacié
de I'expressio génica. En concret, hem trobat, per primera vegada en plantes amb un
contingut elevat de GAs, una inducci6 global dels gens implicats en la fotosintesi i en
el cicle de Calvin i una repressiéo general dels gens relacionats amb la sintesi de
proteines i amb la biogénesi de ribosomes, suggerint que aquests processos estan
regulats per GAs. A més, hem pogut determinar que I'activacié transcripcional dels
gens relacionats amb la fotosintesi conduix a un augment de la capacitat de fixacio
fotosintética de CO, d’aquestes plantes. L'expressio de gens que pertanyen a grups

funcionals no descrits préviament com a grups regulats per GAs (com a estrés d’origen
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biotic i abiotic o biosintesi de la cuticula), aixi com de gens relacionats amb
I'arquitectura de la paret cel-lular es troba aixi mateix modificada en les plantes que
sobre-expressen el gen CcGA200x1. Les eines de genomica funcional generades en
aquest treball, amb el seu potencial per a aillar gens d'interés agronomic, per a
generar marcadors molecul-lars i per a caracteritzar col-leccions de germoplasma,
entre altres, podrien contribuir al desenvolupament de nous cultivars de citrics
adaptats a les condicions ambientals i amb una produccié capa¢ de satisfer les

caracteristiques desitjades pels consumidors.




Abstract

ABSTRACT

Citrus are the most important fruit tree crop in the world and Spain is the fifth
producer and the first world-wide exporter of citrus for fresh consumption. A main
objective in citrus research is the improvement of citrus quality and production.
Vegetative development is important in determining the shape and the general
performance of trees, and has a decisive influence in the amount and quality of fruit
production, as well as in culture practices. However, very little is known about the
regulation of vegetative development in citrus. In this work, we have developed new
genomic tools for large-scale studies of citrus vegetative growth, including the
generation of an EST collection and the construction of cDNA microarrays. Genes
involved in photosynthesis were identified by functional analysis of an EST collection
generated from vegetative tissues. In addition, we have analyzed 85,965 ESTs from
the Citrus Functional Genomic Project to characterize the isoprenoid and flavonoid
metabolic pathways in citrus. Genes involved in gibberellin (GA), brassinosteroid and
abscisic acid biosynthesis were identified for the first time in citrus. Identification of
monoterpene and sesquiterpene synthases showed that citrus terpene synthase genes
represents one of the largest and diverse terpene synthase family in plants. Expression
maps of vegetative and reproductive organs were generated using cDNA microarrays.
Major functions of each organ were characterized using these expression maps. The
effect of GA on internode transcriptome was investigated in transgenic Carrizo citrange
plants (a citrus hybrid widely used as a rootstock) overexpressing endogenous
CcGA200x1 (encoding a GA biosynthetic enzyme), using a citrus cDNA microarray.
Substantial modulation of gene expression was found in these plants. Extensive
upregulation of genes involved in photosynthesis and carbon utilization, and
downregulation of those involved in protein synthesis and ribosome biogenesis was
shown for the first time in plants with higher GA content, suggesting that these
processes are regulated by GA. Importantly, increase of net photosynthesis in attached
leaves was also demonstrated. In addition, the expression of other genes belonging to
functional groups not reported previously to be regulated by GA (diverse abiotic and
biotic stresses, and cuticle biosynthesis), as well as genes involved in cell wall
architecture were also differentially expressed. Functional genomic tools developed in
this work, with their potential to: i) isolate genes of agronomical relevance, ii) generate
molecular markers and iii) characterize germplasm collections, will be of great help in
the development of varieties that are well adapted to environmental conditions and

produce fruits exhibiting those characteristics desired by most consumers.
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1. LOS CITRICOS

1.1. El género Citrus y su importancia econémica

Las principales especies comerciales de citricos son arboles de hoja perenne,
con origenes tropicales y subtropicales y que pertenecen a la familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae. Las plantas de esta subfamilia se caracterizan por un fruto
en forma de baya en hesperidio procedente de un ovario multicarpelar, que contiene
vesiculas de zumo y una corteza coridcea con alta densidad de glandulas esenciales.
Una segunda caracteristica de muchas de las especies de esta subfamilia es la
presencia de semillas poliembriénicas que contienen tanto embriones cig6ticos como
nucelares, producidos sin fecundacién previa a partir de la nucela, mediante el
fendmeno de la apomixis (Davies y Albrigo, 1994). La ordenacion de la subfamilia
Aurantioideae resulta compleja debido a que los citricos hibridan con bastante
facilidad, incluso entre diferentes géneros, tienen una elevada tasa de mutaciones
espontaneas y, como consecuencia de la apomixis, las variaciones genéticas tienden
a perpetuarse (Davies y Albrigo, 1994). Los tres géneros de citricos cultivados en la
actualidad son: 1) Fortunella (kumquat), 2) Poncirus, formado por especies de hoja
trifoliada caduca, de gran resistencia al frio y utilizados como portainjertos, y 3) Citrus,
que incluye las especies mas importantes desde el punto de vista agronéGmico como
las naranjas dulces (Citrus sinensis [L.] Osb.), mandarinas (Citrus reticulata Blanco y
Citrus unshiu Marc.), pomelos (Citrus paradisi Macf.), limones (Citrus limon Burm. f.) y
limas (Citrus aurantifolia L.). La sistematica del género Citrus también es controvertida
ya que segun Swingle y Reece (1967) este género estd formado por 16 especies
mientras que segun Tanaka (1977) comprende 162 especies. Recientemente, diversos
trabajos tratan de evaluar la variabilidad genética del género Citrus mediante
marcadores moleculares (Moore et al, 2001; Barkley et al 2006; Ancillo et al, 2007). La
gran mayoria de las especies de los géneros Citrus, Fortunella y Poncirus son
diploides, con un nuimero basico de cromosomas x = 9 (2x = 2n = 18), excepto
Fortunella hindsii que es tetraploide (4x = 2n = 36). El tamafio estimado del genoma de
citricos es de 382 Mb (Arumuganathan et al, 1991), inferior al de arroz (419 Mb)
(Goff et al, 2002; Yu et al, 2002) y unas tres veces superior al tamafio del genoma de
Arabidopsis (125 Mb) (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

El area general de origen de los citricos se localiza en el sureste de Asia, en
una zona que abarca desde Arabia Oriental hasta Filipinas, y desde el Himalaya hasta
Indonesia. Dentro de esta gran region, el noreste de la India, el norte de Birmania y la

provincia de Yunnan (en el centro-sur de China), se consideran los tres centros de
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origen mas importantes (Gmitter y Hu, 1990). Actualmente el cultivo de los citricos se
extiende por la mayor parte de las regiones tropicales y subtropicales comprendidas
entre las latitudes 44° N y 41° S (Agusti, 2000). Los citricos se cultivan en mas de un
centenar de paises, en una superficie total de 6.7 millones de hectareas y alcanzan
una produccion de 108 millones de toneladas, cifra muy superior a la de otras frutas
como los platanos (70 millones de toneladas) o las uvas (69 millones) (Tabla
Suplementaria 1) (FAO, 2006; http://www.fao.org). Espafia, con una produccion de
poco mas de 6 millones de toneladas, ocupa el quinto lugar en la produccién mundial
de citricos, precedido de Brasil (20 millones de toneladas), China (supera los
17 millones de toneladas), EEUU (11 millones de toneladas) y México (6.5 millones de
toneladas). La producciéon de naranjas es la mayoritaria a nivel mundial (60%), seguida
de la de mandarinas (24%), limones (12%) y pomelo (4%) (Tabla Suplementaria I)
(FAO, 2006). Las exportaciones mundiales de citricos superan los 12 millones de
toneladas (FAO, 2005) y Espafia es el pais con el mayor volumen de exportacion de
citricos para su consumo en fresco del mundo con mas de 3 millones de toneladas,
seguido por Surafrica y EEUU con 2 y 1 millén de toneladas, respectivamente (Tabla
Suplementaria 1) (FAO, 2005). Esto significa que Espafia puede canalizar en torno al
25% del comercio mundial de citricos. Espafia es el primer exportador mundial de
mandarinas y limones (Tabla Suplementaria I) y su mercado mas importante es la UE,
principalmente Alemania y Francia, paises a los que destina el 50% de la exportacion
(Tabla Suplementaria I) (FAO, 2005). La produccion de citricos en Espafia se localiza
en cuatro comunidades auténomas: la Comunidad Valenciana, que constituye la zona
de produccién mas importante (62% de la produccion nacional), Andalucia (22%),
Region de Murcia (13.5%) y Catalufia (2.5%) (MAPA, 2006; http://www.mapa.es). Los
citricos de mayor produccion en Espafia son las naranjas (53%), seguidas de las
mandarinas (33%) y los limones (14%) y la Comunidad Valenciana lidera la produccion
de naranjas y mandarinas (MAPA, 2006). En el grupo de las mandarinas, destaca la
produccion de clementinas (82%), especialmente de la variedad clementino de Nules
(Citrus clementina Hort. ex Tan.).

La importancia de la citricultura en el mundo, y en particular en Espafia, esta
fuera de toda duda. Sin embargo, no se halla exenta de serios problemas como techos
en el consumo y producciones crecientes que conducen a una caida de precios. El
avance de la citricultura implica una mejora de la rentabilidad de las explotaciones que
pasa por la reduccién de los costes de cultivo, la reduccion de la estacionalidad de la
oferta o la mejora de la calidad del fruto (Agusti, 2000). La obtencién de variedades de
alta calidad comercial y elevada produccion, capaces de satisfacer las exigencias del

mercado constituye un objetivo esencial ligado a la mejora del material vegetal.
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1.2. Desarrollo vegetativo de los citricos

1.2.1. Aspectos generales

En condiciones subtropicales los citricos presentan un crecimiento anual
discontinuo con periodos de crecimiento efectivo que se alternan con periodos de
inactividad vegetativa. Estos periodos de crecimiento e inactividad vegetativa estan
ligados a los cambios climaticos anuales como las condiciones de humedad,
temperatura, fotoperiodo e irradiacién. En las condiciones de clima mediterraneo los
citricos entran en latencia, aunque sin perder sus hojas, hacia mediados de otofio,
concluyendo dicho periodo de reposo invernal a finales de invierno o principios de
primavera (Davies y Albrigo, 1994). Durante el periodo de actividad vegetativa, el
desarrollo de la parte aérea tampoco se produce de forma continua sino en ciclos
definidos denominados brotaciones. En nuestras condiciones climaticas se producen
tres brotaciones: una en primavera, otra en verano y otra en otofio. La brotacion de
primavera tiene lugar en marzo o abril tras el periodo de latencia y es muy importante
puesto que coincide con el principal periodo de floracion, por lo que determina la
cosecha. Los brotes que surgen en primavera se clasifican de acuerdo con el nimero
de hojas y flores que los forman de modo que pueden distinguirse: 1) ramos de flor o
brotes multiflorales sin hojas, 2) brotes mixtos o brotes multiflorales con varias hojas,
2) flores solitarias o brotes uniflorales sin hojas, 4) brotes campaneros o brotes
uniflorales con hojas y 5) brotes vegetativos o brotes que Unicamente estan formados
por hojas (Agusti, 2000). La segunda brotacion, a principios de verano (junio), y la
tercera (septiembre), que precede a un nuevo periodo de inactividad vegetativa, son
exclusivamente vegetativas en condiciones normales y determinan la envergadura del
arbol. Estas dos brotaciones difieren de la de primavera no sélo por la ausencia de
flores, sino porque las hojas son de mayor tamafio y los brotes, aunque en menor
namero, son de mayor longitud y vigor. El crecimiento vegetativo depende, por tanto,
de la segunda y tercera brotacién (Davies y Albrigo, 1994). Los factores que
determinan la brotacién no son muy bien conocidos. No parece existir requerimientos
de frio y las yemas brotan en cualquier época del afio cuando la temperatura del suelo
supera los 12°C, con independencia de la del aire (Agusti, 2000).

El desarrollo de los arboles de citricos pasa por dos etapas: el periodo juvenil y
el adulto. El periodo juvenil es relativamente prolongado (puede oscilar entre 5 y
10 afios) y su duracién varia para cada especie y segun factores ambientales como la
temperatura y la humedad. El periodo juvenil se define como aquél en el que la planta

presenta una capacidad de crecimiento vegetativo elevada, lo que se traduce en un
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mayor vigor, es incapaz de inducir el proceso de floracion, por lo que se produce una
entrada en produccion tardia, y desarrolla espinas, estructuras morfologicas
caracteristicas de este periodo (Agusti, 2000). En la fase juvenil el habito de
crecimiento del arbol es muy erecto, sin apenas ramificaciones. Durante el crecimiento
del arbol, el meristemo apical se desprende y surgen yemas laterales a lo largo del eje
central. Los nuevos tallos surgen de yemas vegetativas laterales y, a su vez, el
meristemo apical de estos tallos se desprendera y emergeran otras yemas laterales.
Este patron de crecimiento en zig-zag, llamado crecimiento simpodial, es caracteristico
de la mayoria de las especies de citricos (Davies y Albrigo, 1994). La mayor tasa de
crecimiento vegetativo durante el periodo juvenil se ha relacionado con una ausencia
de competencia entre puntos de desarrollo de modo que cuando estos puntos son
numerosos la competencia por nutrientes aumenta, aparece una gradual pérdida de la
dominancia apical y una orientacion geotrépica de los tallos que marca el final del
periodo juvenil (Agusti, 2000). Dado que la elongacion de los tallos vegetativos termina
con la abscisién de la yema terminal, los arboles tienen un hébito de crecimiento
determinado (Davies y Albrigo, 1994). Las hojas de los citricos comienzan su
expansion antes de que finalice la elongacion del tallo. Las hojas en desarrollo son
generalmente importadoras de carbono, hasta su total expansion. La asimilacion neta
de CO, aumenta durante el desarrollo de la hoja, alcanza un maximo a los 3-4 meses
de edad y comienza a descender a partir de los 6 meses. Pese a ello, las hojas
contintan activas hasta que caen, lo que puede suceder tras dos afios. Ademas de su
papel de asimilaciébn de carbono, las hojas funcionan como 6érganos de reserva de
nutrientes. El principal carbohidrato de reserva es el almidén. Mientras que las hojas
de las plantas anuales muestran un claro ciclo diurno en el que todo el almidén se
elimina durante la noche, las hojas de los citricos conservan la mayor parte del
almidon de modo que sélo se observan pequefias fluctuaciones diurnas (Spiegel-Roy y
Goldschmidt, 1996).

1.2.2. Control del desarrollo vegetativo

Las condiciones ambientales, de suma importancia en el desarrollo vegetativo,
operan a través de su influencia sobre el balance hormonal y la movilizaciéon de
reservas. La temperatura es, probablemente, la variable climatica de mayor influencia
en el desarrollo de los citricos y determina los periodos de inactividad vegetativa. La
temperatura del suelo influye sobre el nimero de nuevos brotes y la temperatura del

aire durante el dia influye sobre la longitud de los brotes (Agusti, 2000). El desarrollo
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optimo de los brotes se produce entre los 22 y 34°C y no se relaciona con la
alternancia de temperaturas entre el dia y la noche (Ben-Cheikh, 1997a).

La intensidad de la luz también afecta al crecimiento y desarrollo vegetativo. La
luz se ha relacionado con el desarrollo de nuevos brotes de modo que en las zonas
internas del arbol, con una intensidad luminosa limitada, la brotacion es menor. La
intensidad de la luz tiene un efecto directo sobre la asimilacién neta de CO, por las
hojas y un efecto indirecto sobre la temperatura de las mismas. El crecimiento
vegetativo de los citricos esta estrechamente relacionado con la asimilacién neta de
CO,, suponiendo que otros factores como la temperatura, nutricion y agua no sean
limitantes. La asimilacion neta de CO, aumenta de modo lineal con el aumento de la
radiacion fotosintética activa (PAR) hasta alcanzar un maximo de eficiencia
fotosintética entre 700 y 1000 pmol-m?.s™ y las mesetas por encima de este nivel se
conocen como nivel de saturacidon de luz (Syvertsen, 1984). La asimilacion neta de
CO, sera potencialmente mayor cuanto mas tiempo permanezca el arbol en
condiciones de saturacién de luz. Por lo tanto, el crecimiento vegetativo de los citricos
suele ser mayor cuando la duracion del dia es de moderada a larga (>12 h), cuando se
logran las mayores unidades de calor y cuando el agua no es un factor limitante. Sin
embargo, intensidades de luz extremadamente altas pueden provocar una disminucion
de la asimilacion neta de CO, debido a que conllevan un aumento de la temperatura
de la hoja. Las temperaturas 6ptimas de asimilacion neta de CO, en los citricos oscilan
entre 25 y 30°C. Las temperaturas superiores a 35°C reducen la actividad fotosintética
porque limitan la actividad de la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/ oxidasa (RuBisCO)
(Davies y Albrigo, 1994).

La disponibilidad, movilizacién y suministro de nutrientes y agua al brote en
desarrollo son esenciales para la sintesis de los constituyentes celulares y, por tanto,
para su crecimiento. Asi pues, la elongacion y la acumulacion de materia seca en los
brotes, en condiciones no limitantes de disponibilidad de agua y nutrientes, se ven
favorecidas por dias largos y temperaturas medias moderadamente altas, tanto
durante el dia como por la noche (Davies y Albrigo, 1994). La correlacion entre la
sintesis y el transporte de hormonas es la responsable del crecimiento periédico de
brotes y ramas. En particular, la aplicacién de giberelinas al inicio de la brotaciéon

estimula el crecimiento de los brotes iniciados y de sus hojas (Agusti, 2000).

1.2.3. Influencia del patron

Los arboles de citricos cultivados en la actualidad estan formados por dos

partes, el patron y la variedad, la segunda injertada sobre el primero, de modo que
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combinen entre si las mejores caracteristicas posibles. La eleccién del patron es
fundamental porque: 1) aporta a la planta el sistema radicular, que ancla la planta al
suelo, absorbe agua y nutrientes, acumula carbohidratos y sintetiza algunas
hormonas, 2) permite la adaptacion de la variedad a las condiciones particulares del
suelo confiriendo tolerancia a factores desfavorables como caliza, sequia y salinidad y
3) confiere tolerancia a ciertas enfermedades. El patron influye en muchas de las
caracteristicas de una variedad como el vigor y el tamafio del arbol, el desarrollo y la
profundidad de las raices, la cosecha y el tamafio y la calidad del fruto (Agusti, 2000).

Uno de los patrones mas extendidos en la citricultura espafola actual es
citrange Carrizo de modo que un 90% de las nuevas plantaciones estan injertadas
sobre este patron. El patron citrange Carrizo (Citrus sinensis L. Osbeck x Poncirus
trifoliata L. Raf.) es un hibrido obtenido por Savage en 1909 polinizando flores de
‘Washington Navel' con polen de Poncirus trifoliata (Savage y Gadner, 1965). Se trata
de un patron tolerante a tristeza, psoriasis y xiloporosis, pero sensible a exocortis.
Presenta sensibilidad al hongo Armillaria mellea y una resistencia moderada a
Phytophthora spp. En cuanto a su comportamiento frente a las condiciones del medio
es sensible a la caliza y a la salinidad. Posee buena compatibilidad con todas las
variedades de naranjo dulce, mandarino y pomelo cultivadas en Espafia y las
variedades injertadas sobre citrange Carrizo presentan excelentes cosechas de
elevada calidad comercial (Agusti, 2000).

Los patrones de citricos presentan distintos efectos en relacién con el tamafio
que inducen en las variedades injertadas sobre ellos de modo que algunos patrones
reducen el tamafo final del arbol. La utilizaciébn de patrones enanizantes o0 semi-
enanizantes puede aportar ciertas ventajas como el aumento de la producciéon por
unidad de superficie mediante plantaciones de alta densidad, la reduccién de los
costes del cultivo derivado de la poda, los tratamientos fitosanitarios y la recoleccion,
la adaptacion a pequefias explotaciones y la posibilidad de mecanizacion del trabajo.
Dada la difusién mayoritaria del portainjerto citrange Carrizo, la posibilidad de disponer
de plantas de citrange Carrizo enanizantes o semi-enanizantes constituye un objetivo

de gran interés.

1.3. Mejora genética en citricos

La mejora genética de los citricos, tanto de la variedad como del patron, es
muy costosa, principalmente por la superficie y el tiempo (20 afios 0 mas) necesarios
para la evaluacibn en campo de las caracteristicas agronémicas de las plantas

mejoradas. Ademas, las caracteristicas de la biologia reproductiva de los citricos,
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como la apomixis, la incompatibilidad sexual y la elevada heterocigosis dificultan la
mejora del material vegetal. La apomixis es un fendbmeno frecuente en los citricos
mediante el cual se producen embriones sin fecundacion previa. Estos embriones se
forman a partir de la nucela (embriones nucelares) y las semillas que los contienen
originan plantas cuya constitucion genética es idéntica a la de la madre. En las
especies o variedades apomicticas se producen en el mismo rudimento seminal los
dos procesos, sexual y asexual, formandose semillas que contienen un embrion
Zigotico y uno o varios nucelares. Frecuentemente, los embriones nucelares son mas
vigorosos que el zig6tico, que en muchos casos no completa su desarrollo y aborta. La
apomixis complica la seleccién de hibridos. Sin embargo, es un caracter apreciado
para la propagacion de patrones uniformes e idénticos a los parentales (Davies y
Albrigo, 1994). Ademas, muchas especies presentan esterilidad total o parcial en
6vulos y/o polen, lo que impide su uso como parentales en programas de mejora
mientras que otras especies son sexualmente incompatibles, dificultando la obtencién
de hibridos. Finalmente, la mayoria de las especies de citricos son muy
heterocig6ticas y producen una progenie sexual muy variable (Herrero et al, 1996).
Esta combinacion de factores adversos ha dificultado los esfuerzos de mejora
de los citricos mediante los métodos de mejora tradicional, de modo que la mayoria de
los citricos de interés comercial son el resultado de mutaciones espontdneas en los
arboles de campo. En este contexto, los abordajes de gendmica funcional, con su
potencial para aislar genes de interés agrondémico, para generar marcadores
moleculares y para caracterizar colecciones de germoplasma, entre otros, podrian
contribuir al desarrollo de nuevos cultivares de citricos adaptados a las condiciones
ambientales y cuya produccion pueda satisfacer las caracteristicas deseadas por los

consumidores (Forment et al, 2005).

2. GENOMICA FUNCIONAL DE PLANTAS

La secuencia genémica de una planta permite comprender la base genética de
las diferencias entre las plantas y otros eucariotas, y sienta los cimientos para la
caracterizacion detallada de los genes que constituyen una planta. El primer genoma
secuenciado en plantas fue el de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Initiative,
2000), seguido por el de arroz (Goff et al, 2002; Yu et al, 2002; International Rice
Genome Sequencing Project, 2005) y, recientemente, por el de Populus trichocarpa
(Tuskan et al, 2006) y Vitis vinifera (Jaillon et al, 2007; Velasco et al, 2007). La
secuenciacion del genoma de otras especies vegetales de interés agronomico como

trigo, maiz, soja, tomate, patata o naranjo, entre otras, se esta llevando a cabo en la
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actualidad. En particular, el DOE Joint Genome Institute (JGI) ha iniciado un proyecto
preliminar de secuenciacion a baja cobertura de naranjo dulce (Citrus sinensis L.
Osbeck). La interpretacion de un genoma pasa por la anotacion tanto a nivel
estructural, con la identificacién de los genes que lo integran, como a nivel funcional,
con la asignacion de funciones a dichos genes. La anotacion de un genoma es un
proceso dindmico e iterativo. Por ejemplo, el genoma de Arabidopsis continua siendo
re-anotado por The Institute for Genomic Research (TIGR) desde que se completd
(Haas et al, 2003; Wortman et al, 2003). Un punto critico en la anotacién de un
genoma es la definicion de la estructura de los modelos génicos, por ejemplo, del
limite intrén-exén y de las regiones no traducibles. La construccién de los modelos
génicos depende de la informacion procedente de las colecciones de ESTs (expressed
sequence tags) y de secuencias de cDNA de longitud completa. Por otro lado, la
anotacion funcional de un genoma depende del uso de la bioinforméatica para inferir la
funcién génica ya que soOlo se dispone de resultados experimentales que pueden
utilizarse en esta asignacion para una proporcion pequefia de los genes de un genoma
(Rensink y Buell, 2005).

La secuenciacion y anotacion, tanto estructural como funcional, de un genoma
es un proceso costoso lo que explica que dicho esfuerzo se haya llevado a cabo sélo
en algunas especies vegetales. Sin embargo, la secuenciacion de genotecas de cDNA
y el analisis de las ESTs resultantes constituye el modo mas directo de obtener
informacién de un genoma a nivel del RNA, de modo que una de las aplicaciones mas

extendida de la gendémica en plantas ha sido la generacién de colecciones de ESTs.

2.1. Colecciones de ESTs: herramientas para la identificacion de genes, el

analisis de la expresion génicay el desarrollo de marcadores moleculares

Las ESTs constituyen la informacion de secuencia mas abundante de los
genomas de plantas, tanto en términos de numero de secuencias como de cantidad
total de nucleétidos. Las ESTs son secuencias parciales obtenidas de la secuenciacién
del extremo 5 y/o 3’ de clones de cDNA aislados al azar (Adams et al, 1991). Una
genoteca de cDNA contiene decenas de miles de clones que representan la porcion
transcrita de un genoma en una condicion definida (un tejido, un estadio del desarrollo
concreto y en respuesta a un determinado estimulo ambiental o una situacion de
estrés bidtico o abidtico). A pesar de que una EST representa sélo una porcién de la
secuencia codificante (aproximadamente de 500 pb), la obtencibn masiva de estas
secuencias parciales es de gran utilidad. La generacion de una coleccion de ESTs

constituye un meétodo relativamente rapido y potente para la identificacion de genes,
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para la confirmacién de las regiones codificantes en secuencias gendémicas, para el
estudio de relaciones filogenéticas, para la estimacion de los niveles de expresion de
los genes de los que proceden y para el desarrollo de micromatrices de DNA.
Adicionalmente, los proyectos de secuenciacion de ESTs pueden llegar a identificar
una proporcion significativa del contenido génico de un organismo de modo que
pueden suponer el inicio de proyectos de secuenciacion de un genoma (Alba et al,
2004). Actualmente, la base de datos de ESTs del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) contiene mas de 49 millones de ESTs, de las que mas de
12 millones derivan de plantas (dbEST 11 enero 2008; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
dbEST/; Boguski et al, 1993). Las colecciones de ESTs mas exhaustivas en plantas
corresponden a la especie modelo Arabidopsis con 1.5 millones de ESTs, seguida de
varios cereales fundamentales para la alimentacién humana como arroz, maiz o trigo,
con mas de un millén de ESTs en cada caso.

Una de las aplicaciones iniciales de las colecciones de ESTs fue la
identificacion de nuevos genes implicados en rutas metabodlicas especificas de las
plantas, como genes relacionados con algunas modificaciones de los &cidos grasos,
genes de la biosintesis de isoprenoides o de la biosintesis de la pared celular
(revisado por Ohlrogge y Benning, 2000). En este sentido, una cuestion tipica es
cudles son los genes que se expresan en una condicion definida (tejido, estadio del
desarrollo concreto y en respuesta a un determinado estimulo).

Aunque el primer proposito de la secuenciacion de ESTs suele ser la
caracterizacion de los genes de un organismo, una coleccion de ESTs puede aportar
informacidén sobre la expresién génica. Este aspecto del analisis de ESTs, llamado
expresion digital, se basa en que si un gen X tiene un nivel de expresién elevado (lo
que implica niveles elevados de mRNA), el nimero de cDNAs obtenido a partir del
MRNAy sera alto en la genoteca realizada con el material vegetal en el que se expresa
el gen X. Tras la secuenciacién al azar de un gran namero de clones de la genoteca
de cDNA, la proporcién de ESTs que corresponde al gen X supondra una estimacion
de la abundancia del mMRNAy en la poblacion original (Ohlrogge y Benning, 2000). Los
analisis de expresion digital se apoyan en el desarrollo de métodos estadisticos
robustos que permiten valorar la fiabilidad de la informacion obtenida (Audic y
Claverie, 1997; Romualdi et al, 2003). El agrupamiento de los genes en funcion de su
abundancia relativa en diferentes genotecas de cDNA permite obtener patrones de
expresion génica de modo que los genes con perfiles de expresion similares en las
diferentes condiciones estudiadas quedan agrupados. Ademas, los propios tejidos y/o
condiciones estudiadas pueden agruparse en funcion de la expresion génica. En

plantas, se han identificado genes diferencialmente expresados en distintos tejidos
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mediante el analisis de colecciones de ESTs en arroz (Ewing et al, 1999), patata
(Ronning et al, 2003), trigo (Ogihara et al, 2003) y cebada (Zang et al, 2004).
Asimismo, esta metodologia se ha desarrollado para la identificacion de genes
relacionados con la maduracion del fruto en tomate (Fei et al, 2004) y en manzano
(Park et al, 2006) y con el desarrollo de la flor y del fruto en vid (da Silva et al, 2005).
Ademds, la caracterizacion del gran numero actual de colecciones de ESTs
disponibles para multitud de plantas hace posible la comparacion entre diferentes
especies.

Las colecciones de ESTs constituyen también una valiosa herramienta para el
desarrollo de marcadores moleculares, en particular en especies de interés
agronémico para las que todavia no se dispone de la informacién derivada de la
secuenciaciéon del genoma. La seleccion asistida por marcadores moleculares
constituye una estrategia clave en la mejora genética de plantas. Entre los marcadores
moleculares que pueden desarrollarse a partir de ESTs destacan los polimorfismos de
un solo nucleétido (SNPs, single-nucleotide polimorphisms) y las repeticiones de
secuencia simple (SSRs, simple sequence repeats). Las posibles funciones de los
genes en los que se encuentran los marcadores derivados de ESTs pueden deducirse
por similitud de secuencia con bases de datos de proteinas (por ejemplo, Swissprot)
(Varshney et al, 2005). Los marcadores moleculares derivados de sitios polimorficos
en los genes responsables de la variacién de los rasgos fenotipicos se denominan
marcadores funcionales (FMs) (Andersen y Lubberstedt, 2003). Los FMs se han
desarrollado en muchas especies vegetales para las que se dispone de datos de ESTs
(Gupta y Rustgi, 2004). Rudd et al (2005) demostraron la viabilidad de la prediccién de
marcadores moleculares (SSRs, SNPs) en mas de 50 especies vegetales a partir de
los datos de ESTs (PlantMarkers, http://markers.btk.fi/). Recientemente, se han
identificado posibles SSRs y SNPs mediante el analisis de colecciones de ESTs en
manzano (Newcomb et al, 2006) y en melén (Gonzalez-Ibeas et al, 2007). La mayor
ventaja de los FMs sobre otros marcadores generados a partir de regiones anénimas
del genoma (RMs, random markers) es que estan completamente ligados al rasgo de
interés puesto que derivan del gen responsable de dicho caracter (Varshney et al,
2005).

Una coleccién de ESTs presenta ciertas limitaciones. El hecho de que las ESTs
representen el conjunto de genes transcritos en unas determinadas condiciones
implica que los genes con bajos niveles de expresion estardn poco representados en
la coleccion de ESTs. La presencia de una EST constituye un atributo fiable mientras
gue su ausencia so6lo permite concluir que en las condiciones a partir de las que se ha

generado la coleccion de ESTs no ha sido posible detectar dicho transcrito
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(Rudd, 2003). Esta limitacion de la representacion génica de una coleccion de ESTs se
ha abordado mediante estrategias de normalizacién y/o sustraccion de las genotecas
de cDNA, que permiten equilibrar la proporcion relativa de transcritos comunes y raros
(Bonaldo et al, 1996). Asimismo, la secuenciacion de clones procedentes de diferentes
genotecas de cDNA generadas en distintas condiciones (tejidos, estadios de
desarrollo, respuesta a estrés) permite maximizar el conjunto de genes muestreados,
mientras que la secuenciacion exhaustiva de una sola genoteca de cDNA permitird
obtener transcritos con bajos niveles de expresion. Otras propiedades inherentes a las
ESTs como la calidad de secuencia, la redundancia o la naturaleza parcial
(aproximadamente de 500 pb) implican que su manejo dependa de numerosas
herramientas bioinformaticas que, en ultimo término, aportan un valor afiadido a las
colecciones de ESTs (revisado por Dong et al, 2005). En los ultimos afios se han
desarrollado numerosas bases de datos de ESTs de plantas que han afadido la
anotacion funcional de las ESTs y que permiten seleccionar y obtener informacion
sobre grupos de secuencias que satisfacen criterios de busqueda especificos.
Recientemente se ha creado la base de datos TA (TIGR Plant Transcript Assemblies,
http://plantta.tigr.org), que se nutre de las secuencias de ESTs y cDNAs disponibles en
la base de datos de nucleétidos GenBank del NCBI para la generacion de un conjunto
de transcritos ensamblados y anotados (Childs et al, 2007). La version actual de la
base de datos TA (version 5) contiene mas de 11 millones de ESTs procedentes de

254 especies vegetales.

2.2. Micromatrices de DNA: larevolucion del analisis de la expresién génica

Los mayores avances tecnolégicos para la medida de la expresion génica se
han producido en la dltima década. En particular, la tecnologia de las micromatrices ha
revolucionado la biologia molecular, de modo que actualmente es la mas utilizada en
experimentos de expresion génica de gran escala puesto que permite la deteccion
simultanea de miles de transcritos a un coste razonable (Busch y Lohmann, 2007). La
capacidad de medir la expresion génica de todos los genes de un organismo
constituye un potente sistema analitico y la disponibilidad de la tecnologia necesaria
para ello ha abierto nuevas oportunidades a la comunidad cientifica (Meyers et al,
2004). La tecnologia de las micromatrices se apoya en la existencia de colecciones de
ESTs o datos de secuencia genomica (y, por tanto, esté limitada por la disponibilidad
de los mismos), en instrumentacion robdtica con capacidad de trabajo a muy pequefia
escala y en compuestos fluorescentes para la deteccion simultanea de poblaciones de

transcritos derivadas de diferentes muestras (Alba et al, 2004). Ademas, el conjunto
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masivo de datos generado en un experimento de andlisis de la expresion génica
mediante micromatrices ha presentado nuevos problemas estadisticos y analiticos que
han supuesto la convergencia de la biologia, las mateméticas y la bioinformatica
(Meyers et al, 2004).

Una micromatriz de DNA consiste en un conjunto de secuencias de DNA
(sondas) inmovilizado sobre una superficie sélida y organizado en cuadriculas
microscopicas mediante un sistema de robdtica (Alba et al, 2004). Los datos de
expresion génica se obtienen mediante la hibridacion de la micromatriz con una
poblacion de RNA o cDNA, marcado con fluorescencia, que procede de la muestra
problema, de modo que se obtiene una sefal de fluorescencia para cada sonda, cuya
intensidad representa el nivel de expresiéon de dicho gen en la muestra problema
(Busch y Lohmann, 2007). Actualmente, se pueden distinguir tres tipos de
micromatrices de DNA segun la naturaleza de las sondas y las técnicas de hibridacion
utilizadas: 1) productos de PCR y 2) oligonucleétidos largos (50-70 bases), ambos
hibridados con dos poblaciones de cDNA, marcadas diferencialmente, que derivan de
dos condiciones experimentales (por ejemplo, muestra problema y muestra control) y
3) oligonucledtidos cortos (25 bases) sintetizados in situ e hibridados con una Unica
poblacion de cDNA (Busch y Lohmann, 2007). Desde el primer trabajo de andlisis de
la expresion génica mediante micromatrices (Schena et al, 1995), las basadas en
productos de PCR han sido muy utilizadas debido a su flexibilidad y a su razonable
coste de fabricacion (Busch y Lohmann, 2007). Estas micromatrices se generan a
partir de genotecas de cDNA por lo que dependen de la disponibilidad de colecciones
de clones. Sin embargo, el hecho de que en la Ultima década se hayan creado
numerosas colecciones de clones de cDNA en plantas ha permitido el desarrollo de
este tipo de micromatrices (Alba et al, 2004), sobre todo en especies de interés
agrondémico como arroz (Rabbani et al, 2003; Lian et al, 2006), maiz (Fernandes et al,
2002), trigo (Clarke y Rahman, 2005), soja (Vodkin et al, 2004; Ainsworth et al, 2006),
patata (Ducreux et al, 2005; Stupar et al, 2007), tomate (Alba et al, 2005) y fresa
(Aharoni et al, 2004b). Sin embargo, una limitacion importante es que las diferentes
sondas de la micromatriz presentan, con frecuencia, secuencias de DNA similares, lo
que conlleva problemas de hibridacion cruzada (Alba et al, 2004). Recientemente, el
programa CATMA de Arabidopsis (Complete Arabidopsis Transcriptome Microarray)
ha generado un conjunto estandarizado de amplicones disefiado para minimizar la
similitud con cualquier otra secuencia y, por tanto, el problema de la hibridacion
cruzada. La micromatriz CATMA permite analizar la expresion de 18,981 genes
mediante sondas especificas de 150-500 pb de longitud (Allemeersch et al, 2005). Por

otro lado, las micromatrices de oligonucle6tidos largos contienen un conjunto
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estandarizado de sondas de unas 60 bases disefiadas para representar genes unicos,
minimizando el problema de la hibridacion cruzada. Las principales limitaciones de
estas micromatrices son la complejidad del proceso de disefio de los oligonucleétidos
y el coste derivado de la sintesis de los mismos (Alba et al, 2004). La micromatriz de
Agilent para Arabidopsis, que permite analizar la expresibn de mas de
40,000 unidades de transcripcion, constituye un ejemplo de este tipo de micromatrices
(http://www.chem.agilent.com). Por otro lado, algunas empresas, como Operon,
producen conjuntos de oligonucleétidos para diferentes especies de plantas como
Arabidopsis, arroz, maiz, vid o tomate (http://www.operon.com). Finalmente, las
micromatrices de oligonucleétidos cortos sintetizados in situ, contienen conjuntos de
oligonucledtidos de 25 bases de longitud sintetizados mediante fotolitografia.
Actualmente, Affymetrix (http://www.affymetrix.com), con la patente de esta tecnologia,
produce micromatrices para un gran numero de plantas como Arabidopsis, arroz,
cebada, maiz, trigo, vid, tomate, Medicago, Populus y Citrus, entre otros (revisado por
Rensink y Buell, 2005). El analisis de la expresion génica mediante micromatrices en
plantas de interés agronémico permite identificar conjuntos de genes cuya expresion

esta correlacionada con el rasgo agronémico de interés estudiado.

2.3. El Proyecto de Gendmica Funcional de Citricos (CFGP)

El Proyecto de Gendmica Funcional de Citricos (CFGP; http://bioinfo.ibmcp.
upv.es) surge fruto de la necesidad de dotar a la Citricultura actual de nuevas
herramientas biotecnolégicas que, por un lado, permitan profundizar en la
comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a la biologia de los citricos,
en particular de los relacionados con rasgos agronémicos de interés, y que, por otro
lado, constituyan un sélido punto de apoyo en el desarrollo de futuros programas de
mejora para la obtencion de nuevas variedades. EI CFGP se inicia en el afio 2001
como una colaboracién trilateral entre el Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Plantas (IBMCP), el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) y el
Instituto de Agroguimica y Tecnologia Alimentaria (IATA). La presente Tesis Doctoral
se integra en el CFGP desde los origenes del mismo.

En la actualidad existen diversas iniciativas de genémica funcional en citricos,
destacando los esfuerzos de secuenciacion del genoma de citricos (Roose et al, 2007,
Chen y Gmitter, 2008; Terol y Talén, 2008); la secuenciacion masiva de ESTs de
citricos (Machado et al, 2006; 2007); el desarrollo de la base de datos HarvEST
(http://harvest.ucr.edu/), que recoge ESTs de diversas especies de interés

agronomico, entre ellas citricos (Close et al, 2007) y el de la micromatriz de
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oligonucledtidos cortos de Affymetrix (GeneChip® Citrus Genome Array), que
representa 33,879 transcritos de citricos (Close et al, 2006). Sin embargo, cuando se
inici6 el CFGP la base de datos GenBank del NCBI contaba con apenas
2,000 secuencias de citricos: 1,300 ESTs de frutos en desarrollo de Citrus unshiu,
300 secuencias de flavedo y albedo de frutos de pomelo y 200 secuencias de Citrus
sinensis. Esto implica que el CFGP fue la primera aproximacién gendmica a gran
escala iniciada en citricos. El objetivo general del CFGP fue el desarrollo de
herramientas gendmicas para el estudio de procesos biolégicos relevantes para la
citricultura, desde la biologia del desarrollo (desarrollo vegetativo, floracion, cuajado,
desarrollo y maduracion del fruto, calidad del fruto, senescencia y abscisién), a la
respuesta al estrés de origen tanto biético (infeccidn por virus y hongos) como abiético
(salinidad, sequia y deficiencia férrica), y a los procesos de post-cosecha (respuesta al
frio y al ataque por hongos). Este objetivo general se concretd, inicialmente, con la
construccion de 25 genotecas de cDNA que cubren un amplio rango de tejidos,
estadios de desarrollo y condiciones de estrés biotico y abidtico, asi como de una
genoteca gendmica de Citrus clementina. A partir de los clones generados se aislaron
un total de 22,635 ESTs, que representaban 11,836 posibles transcritos Unicos o
unigenes de citricos. Como un primer paso en la caracterizacion del transcriptoma de
citricos, 12,672 clones de cDNA, que representaban 6,875 posibles unigenes, se
utilizaron para generar una micromatriz de cDNA de citricos (Forment et al, 2005).
Este trabajo fue pionero en gendmica funcional de citricos puesto que abordo, por
primera vez, la secuenciacion masiva de ESTs y la generacion de una micromatriz de
cDNA en citricos. Posteriormente, se hicieron publicas otras colecciones de ESTs de
citricos (Fujii et al, 2006; Machado et al, 2006, 2007) y se puso al servicio de la
comunidad cientifica la micromatriz de oligonucledétidos cortos de citricos (Close et al,
2006). La micromatriz de cDNA generada por el CFGP (Forment et al, 2005) permitio
el analisis de la expresion génica durante el desarrollo y la maduracién del fruto en
citricos (Cercos et al, 2006) asi como en relacion a la respuesta a la infeccién del virus
de la tristeza de los citricos (Gandia et al, 2007). Recientemente, se ha generado una
genoteca de cDNA normalizada de longitud completa y 9 genotecas de cDNA estandar
a partir de tejidos y tratamientos de variedades y patrones seleccionados en relacién a
la calidad del fruto, la resistencia a la abscision y la tolerancia a la salinidad. A partir de
estas Ultimas genotecas se han aislado y anotado funcionalmente 52,626 ESTs de
citricos, que representan 15,664 unigenes. El analisis funcional de los unigenes de
citricos se ha centrado en rutas metabdlicas tanto del metabolismo primario como
secundario, con especial detalle en la biosintesis de lignina en citricos y en distintos

aspectos de genomica comparada entre citricos y Arabidopsis como la identificacion
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de posibles ort6logos y la caracterizacion de familias génicas (Terol et al, 2007). En la
actualidad el CFGP dispone de un total de 52 genotecas de cDNA (30 genotecas
estandar, 6 genotecas de sustraccion y 16 genotecas de longitud completa) generadas
a partir de un amplio rango de condiciones (tejidos, estadios de desarrollo, condiciones
de estrés bidtico y abidtico) con el objeto de que la coleccién de ESTs derivada de
estas genotecas maximice la representacion del transcriptoma de los citricos. En estos
momentos, la coleccion de ESTs del CFGP consta de 85,965 ESTs agrupadas en
27,551 unigenes (11,844 contigs, o conjuntos de secuencias formados por dos o mas
ESTs y 15,707 singletons o secuencias Unicas) que se gestionan en la base de datos
EST2uni (Forment et al, 2008) (http://bioinf.comav.upv.es/est2uni), herramienta
bioinformatica desarrollada en el CFGP, que permite el pre-procesado, el ensamblaje y
la anotacion de las ESTs. Los contigs formados por un elevado nimero de ESTs,
aunque aumentan la redundancia de una coleccién de ESTs, son de gran utilidad para
la identificacion de posibles marcadores moleculares, en particular SSRs y SNPs. El
analisis de la coleccion de ESTs de citricos del CFGP, mediante EST2uni, ha
permitido identificar 1,533 posibles SSRs y 6,139 posibles SNPs en citricos
(http://bioinf.comav.upv.es/est2uni). La identificacion de este conjunto de posibles
marcadores moleculares en citricos constituye una herramienta fundamental a partir
de la cual se pueden desarrollar posteriores estudios que aborden los problemas
concretos de la taxonomia, las relaciones filogenéticas y la variabilidad genética del
género Citrus, cuestiones criticas en la caracterizacion del germoplasma, en el control
de la erosion genética, en el registro de nuevas variedades y en el establecimiento de

nuevos programas de mejora genética.

3. APROXIMACION GENOMICO-FUNCIONAL A DIVERSOS ASPECTOS DEL
DESARROLLO VEGETATIVO EN CITRICOS

3.1. Biosintesis de isoprenoides y flavonoides

3.1.1. Biosintesis de isoprenoides

Los isoprenoides (o terpenoides) constituyen el grupo funcional y
estructuralmente més variado de metabolitos en las plantas (Croteau et al, 2000). Los
esteroles (isoprenoides con un esqueleto C30) son componentes esenciales de las
membranas; carotenoides (C40) y clorofilas (que contienen una cadena lateral C20)
actian como pigmentos fotosintéticos; plastoquinona y ubiquinona (que contienen

largas cadenas laterales de isoprenoides) participan en el transporte electrénico; el

15



Introduccion

isopreno (C5) es un producto volétil que liberan los tejidos fotosintéticamente activos y
que participa en la formacibn del ozono troposférico; giberelinas (C20),
brasinosteroides (C30) y &acido abscisico (C15) son fitohormonas derivadas de
isoprenoides y algunos monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) y diterpenos (C20)
estan implicados en procesos de defensa (Lange y Ghassemian, 2003). La biosintesis
de los isoprenoides comienza con la formacion de isopentenil difosfato (IPP, C5) y
dimetilalil difosfato (DMAPP, C5). En plantas, la sintesis de estas unidades C5 se
produce mediante dos rutas localizadas en diferentes compartimentos celulares: la
ruta citosélica del mevalonato (MVA) y la ruta plastidial del metileritritol fosfato (MEP)
(Fig. 1). El IPP derivado de la ruta del MVA puede ser transportado a la mitocondria
para producir isoprenoides mitocondriales. Los isoprenoides derivados de la ruta del
MVA son ubiquinonas, esteroles (incluidos los brasinosteroides), sesquiterpenos,
politerpenos y dolicoles. A partir de la ruta plastidial del MEP se sintetizan otros
isoprenoides como plastoquinonas, filoquinonas, clorofilas, tocoferoles, giberelinas,

carotenoides, &cido abscisico y monoterpenos (Fig. 1).
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ubiquinonas Ruta del MEP )
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Fig. 1. Biosintesis de isoprenoides en plantas. La formacién de IPP y DMAPP se
produce mediante la ruta citosélica del MVA vy la ruta plastidial del MEP. Ademas, se sefialan
los metabolitos derivados de la ruta del MVA, cuya sintesis se produce en el citosol, y los
derivados del MEP que se sintetiza, al menos en parte, en el plastidio.
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Los citricos constituyen una fuente importante de metabolitos derivados de
isoprenoides, como carotenoides, relacionados con el color del fruto y con propiedades
nutricionales como precursores de vitamina A y antioxidantes; limonoides, implicados
en el sabor del fruto y con valor como anticancerigenos; y mono- y sesquiterpenos,
relacionados con el sabor de los frutos y con el aroma, de frutos y de hojas. Los
carotenoides se acumulan en el fruto durante su maduracién, especialmente en el
flavedo (o parte mas externa de la corteza) que es una de las fuentes mas ricas y
complejas de carotenoides en plantas (revisado por Rodrigo y Zacarias, 2006). En
particular, el fruto de los citricos constituye un material de gran interés para el estudio
de la acumulacién de xantofilas (carotenoides oxigenados) pues esta acumulacion
masiva no sucede en otras especies como tomate o Arabidopsis. La relacion entre la
acumulacion de carotenoides y la expresién de los genes implicados en su biosintesis
ha sido estudiada con detalle durante la maduracioén del fruto en tres variedades de
citricos con diferente composicion en carotenoides por Kato et al (2004). Los
resultados obtenidos demostraron que la acumulacion de carotenoides durante la
maduracion de los frutos es un proceso especificamente regulado por la expresion
coordinada de los diferentes genes de biosintesis de carotenoides (Kato et al, 2004).
Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles que contienen las
sustancias responsables del aroma de las plantas. En los citricos constituyen uno de
los principales productos y se obtienen tanto de la corteza del fruto, mediante presion
en frio, como de las hojas, por destilacibn en corriente de vapor. Los aceites
esenciales, ademas de ser responsables en gran medida del aroma y del sabor
percibido por los consumidores, son valiosos desde el punto de vista industrial para la
obtencion de fragancias, farmacos y productos agroquimicos (revisado por Rodrigo y
Zacarias, 2006). Los constituyentes volatiles de los aceites esenciales de citricos son,
fundamentalmente, mono- y sesquiterpenos. La composicion de los aceites esenciales
varia mucho entre especies, variedades e, incluso para un mismo cultivar, entre la piel
del fruto y las hojas. Asi, la fraccion volatil de los aceites esenciales de la piel de frutos
de Citrus clementina (especie a partir de la que se han generado la mayor parte de
ESTs del CFGP) esta compuesta por limoneno (90%), sabineno (<4%) y mirceno
(<2%), mientras que los aceites esenciales mas importantes de las hojas son sabineno
(45%) vy linalool (20%) (Lota et al, 2001). Esta variabilidad parece deberse
principalmente a la expresion de diferentes terpeno sintasas, enzimas clave en la
biosintesis de mono-, sesqui- y diterpenos. En los ultimos afios se han aislado y
caracterizado algunos genes que codifican terpeno sintasas del género Citrus, tanto
monoterpeno sintasas, como limoneno sintasa, B-pineno y y-terpineno sintasa de

Citrus limon (Lucker et al, 2002) y de Citrus unshiu (Shimada et al, 2004), como
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sesquiterpeno sintasas, como B-farneseno sintasa de Citrus junus (Maruyama et al,
2001) y valenceno sintasa de Citrus sinensis (Sharon-Asa et al, 2003). Sin embargo,
dado que los aceites esenciales de los citricos presentan una gran variedad de mono-
y sesquiterpenos, cabe esperar que la sintesis de estos compuestos esté catalizada
por otras terpeno sintasas todavia no identificadas en citricos.

A pesar de los trabajos realizados en la caracterizacion de la biosintesis de
carotenoides (Kato et al, 2004) y de diversas terpeno sintasas en citricos (Liicker et al,
2002; Maruyama et al, 2001; Sharon-Asa et al, 2003; Shimada et al, 2004), la mayor
parte de las rutas de biosintesis de metabolitos derivados de isoprenoides todavia no
se han estudiado en este género. La colecciéon de ESTs de citricos generada por el
CFGP constituye una herramienta de gran interés para la identificacion de los genes
implicados en las diferentes rutas del metabolismo de isoprenoides, incluyendo la

busqueda de genes que codifican otras terpeno sintasas en citricos.

3.1.2. Biosintesis de flavonoides

Los flavonoides constituyen un grupo importante de metabolitos secundarios en
las plantas que estan implicados en diversas funciones como la proteccién frente a la
radiacion UV, la pigmentacion de las flores para atraer a los polinizadores, la
germinacion del polen, la resistencia al ataque por microorganismos y la defensa
frente a insectos (Croteau et al, 2000). Ademas, los flavonoides poseen un amplio
rango de actividades bioquimicas y farmacologicas en mamiferos y otros sistemas
bioldgicos, por lo que constituyen un grupo de potenciales agentes terapéuticos
(Middleton et al, 2000). Los citricos acumulan grandes cantidades de flavonoides,
tanto en los frutos como en las hojas, especialmente flavanonas que son parcialmente
responsables del aroma y del sabor del fruto. Ademas, los citricos son un componente
importante de la dieta por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antialérgicas y supresoras de mutagénesis, de modo que constituyen una fuente
importante de flavonoides para las industrias agroalimentarias y farmacéuticas
(Manthey et al, 2001).

La biosintesis de flavonoides ha sido muy estudiada en plantas y los genes
implicados en esta ruta han sido aislados y caracterizados en diversas especies
vegetales (revisado por Winkel-Shirley, 2001; Ververidis et al, 2007). La biosintesis de
flavonoides comienza con la formacién de la flavanona naringenina en dos pasos
consecutivos catalizados por las enzimas chalcona sintasa (CHS) y chalcona
isomerasa (CHI) (Fig. 2). Posteriormente, la naringenina puede ser hidroxilada para

formar el flavanol dihidroxikaempferol, reaccion catalizada por la enzima flavanona
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3-hidroxilasa (F3H). En citricos se han aislado los genes que codifican estos tres
pasos iniciales de la biosintesis de flavonoides (Moriguchi et al, 1999; Moriguchi et al,
2001). El analisis de la expresion génica de estos genes mostrd una mayor expresion
en las etapas iniciales del desarrollo del fruto, correlacionada con la acumulacion de
flavonoides (Moriguchi et al, 2001). La conversion de flavanol (como el
dihidroxikaempferol) en flavonol (como el kaempferol) estad catalizada por flavonol
sintasa (FLS). En citricos, se ha aislado el gen que codifica FLS (Moriguchi et al, 2002)
y se ha caracterizado su actividad enzimatica (Wellmann et al, 2002). Por otro lado, la
flavanona naringenina puede sufrir dos glucosilaciones sucesivas: la primera
catalizada por 7-O-glucosiltransferasa y la segunda por una rhamnosiltransfersa
(Fig. 2). En citricos, se ha aislado y caracterizado funcionalmente el gen Cm1,2RhaT,

que codifica una 1,2 rhamnosiltransferasa (Frydman et al, 2004).
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Fig. 2. Biosintesis de flavonoides en citricos. Las cajas negras sefialan los pasos para
los que se han aislado los correspondientes genes en citricos y las cajas blancas aquellos
pasos que todavia contindan sin caracterizacion molecular en citricos.

En los Ultimos afios se han caracterizado diversos genes implicados en la
biosintesis de flavonoides en citricos. Sin embargo, los genes que codifican algunos
pasos fundamentales, como la formacion de flavonas (ej. apigenina) todavia no han
sido aislados. La identificacion de estos genes a partir de la colecciéon de ESTs del
CFGP debe aportar un mayor conocimiento de la biosintesis de flavonoides en citricos
y, adicionalmente, supone una herramienta basica con la que abordar la fisiologia, la

bioguimica y la regulacién genética del metabolismo de flavonoides en este género.
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3.2. Mapas de expresion génica en plantas

Todos los organismos eucariotas complejos, incluidas las plantas superiores,
estan formados por distintos tipos celulares organizados en tejidos y o6rganos. El
conjunto de tejidos y 6rganos de un organismo concreto se genera a lo largo de su
ciclo de vida a través de un proceso, regulado temporal y espacialmente, de expresion
selectiva de fracciones especificas del mismo genoma en diferentes células
(Meyerowitz 2002). Uno de los objetivos de la biologia del desarrollo es definir el
subconjunto de genes expresado y su abundancia relativa en cada érgano y tipo de
tejido. Las plantas superiores siguen un proceso de desarrollo relativamente simple,
con menos de 25 tejidos y tipos celulares principales, por lo que suponen un buen
modelo para definir los patrones de expresién génica especificos de cada 6rgano y
tipo de tejido (Ma et al, 2005). El analisis de la expresién génica en multitud de tejidos
y estadios de desarrollo puede conducir a la creacion de un atlas de expresion génica
con el que describir los patrones de expresién de los genes de un organismo. La
generacion de dicho atlas transcripcional constituye una herramienta de gran utilidad
pues permite conocer tanto el patrén de expresion de un grupo de genes de interés
como el conjunto de genes que se ajusta a un patron de expresion definido. En este
sentido, resulta posible inferir la funcién de un grupo de genes bajo la suposicion de
que los genes con un patrén de expresidn similar estan implicados en procesos
similares (Borevitz y Ecker, 2004). El desarrollo de la tecnologia de micromatrices de
DNA, que permiten medir la expresion de miles de genes simultdneamente,
proporciona un método eficaz para analizar el conjunto de genes que se expresa en un
6rgano o en un tipo de tejido. En los udltimos afios, diversos trabajos han abordado el
analisis de los patrones de expresion génica en diferentes 6rganos mediante
micromatrices, especialmente en Arabidopsis. Ma et al (2005) analizaron la expresion
génica en 18 drganos o tipos de tejidos que representaban diferentes aspectos del
ciclo de vida de Arabidopsis. Sin embargo, el conjunto de datos de expresion mas
completo es el de Schmid et al (2005) que forma parte del consorcio AtGenExpress
(http://www.arabidopsis.org/info/expression/ATGenExpress.jsp). Este trabajo analizé la
expresion de 22,000 genes de Arabidopsis, utilizando la micromatriz ATH1 (Redman
et al, 2004), en 79 muestras que cubren diversos estadios de desarrollo, desde la
embriogénesis hasta la senescencia, y diversos organos. Los resultados obtenidos
representan el estado transcripcional subyacente al programa de desarrollo de la
planta y revelan ciertos aspectos de interés. Por ejemplo, los perfiles de expresion
génica muestran que, en general, la identidad de 6rgano domina sobre el estado de

desarrollo o las condiciones ambientales, que constituyen componentes menores.
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Ademas, la anotacién funcional mediante ontologias génicas muestra que los érganos
gue son morfolégicamente similares contienen ontologias génicas similares (Schmid
et al, 2005). Contrariamente a otros trabajos previos (Czechowski et al, 2004), los
resultados obtenidos por Schmid et al (2005) muestran que la expresion de los genes
que codifican factores de transcripcion y componentes de sefializacion es similar al
nivel de expresion promedio del genoma completo.

Recientemente, diversos trabajos han abordado la obtencion de mapas
transcripcionales a un nivel de resolucién superior mediante el analisis de la expresion
génica en tipos celulares especificos (revisado por Galbraith y Birnbaum, 2006). Los
trabajos del grupo de Philip Benfey (Birnbaum et al, 2003; Nawy et al, 2005; Brady
et al, 2007) han aportado un exhaustivo mapa transcripcional para casi todos los tipos
celulares de la raiz de Arabidopsis. Los distintos tipos celulares se han aislado
obteniendo diferentes lineas transgénicas en las que cada poblacion celular se
encuentra marcada con fluorescencia. Se aislan los protoplastos de la raiz de estas
lineas y las células marcadas con fluorescencia se separan utilizando fluorescence-
activated cell sorter (FACS) (Birnbaum et al, 2005). Por otro lado, la microdiseccion por
laser permite separar células individuales o grupos celulares a partir de tejidos intactos
y esta técnica se ha utilizado para analizar la expresién génica durante el proceso de
embriogénesis en Arabidopsis (Casson et al, 2005; Spencer et al, 2007).

La elaboracion de mapas de expresién génica de diversos 6rganos, tejidos o
células en plantas define e identifica el estado de dicho 6rgano, tejido o célula a nivel
molecular lo que permite profundizar en la comprensibn de sus funciones.
Adicionalmente, las regiones promotoras de los genes diferencialmente expresados en
cada organo, tejido o célula constituyen una herramienta biotecnoldgica de interés

para dirigir la expresion génica a los mismos.

3.3. Control del desarrollo vegetativo: giberelinas

3.3.1. Metabolismo de giberelinas

Las giberelinas (GAs) constituyen un grupo de hormonas vegetales que
controlan diversos aspectos del desarrollo como la germinacion, la expansion de las
hojas, la elongacion del tallo y de la raiz, el tiempo de floracion y el desarrollo de la flor
y del fruto (Sponsel y Hedden, 2004; Swain y Singh, 2005). La aplicacion de GAs y de
inhibidores de su biosintesis es una practica ampliamente utilizada en la agricultura,
por ejemplo para estimular el crecimiento de los frutos en las variedades de uva sin

semillas, para retrasar la senescencia del fruto en naranjas y limones, para aumentar
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el cuajado en mandarinas, manzanas y peras, para aumentar la elongacion del tallo en
la cafia de azucar o para disminuir el crecimiento de diversas especies como algodén
y manzano (Hedden y Phillips, 2000a). El metabolismo de GAs ha sido estudiado en
profundidad y esta bien caracterizado (Hedden y Phillips, 2000b; Olszewski et al, 2002;
Sponsel y Hedden, 2004). Las GAs se sintetizan a partir del precursor comun
geranilgeranil difosfato mediante la accién de tres grupos de enzimas (Fig. 3): 1) dos
diterpeno sintasas, copalil difosfato sintasa (CPS) y ent-kaureno sintasa (KS),
conducen a la formacion de ent-kaureno; 2) dos monooxigenasas dependientes de
citocromo P450, ent-kaureno oxidasa (KO) y éacido ent-kaurenoico oxidasa (KAO),
catalizan la conversiébn de ent-kaureno en GA;, y GAss;; y 3) dioxigenasas

dependientes de 2-oxoglutarato, metabolizan GA, y GAs; en diferentes GAs.

GGPP—» CPP —» ent-kaureno
CPS KS

KO

acido ent-kaurenoico

KAO
GA130x
2 53
GA200x
GA, *+—GA, GAzn—bCAzg

GA2o0x GA3ox GA2o0x
GA,, <+— —*GA,

Fig. 3. Esquema del metabolismo de GAs. GGPP, geranilgeranil difosfato; CPP, copalil
difosfato; CPS, copalil difosfato sintasa; KS, ent-kaureno sintasa; KO, ent-kaureno oxidasa;
KAO, acido ent-kaurenoico oxidasa; GA130x, GA 13-oxidasa; GA200x, GA 20-oxidasa; GA30x,
GA 3-oxidasa; GA20x, GA 2-oxidasa. Las GAs activas estdn marcadas en cajas.

El grupo de las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato incluye las
enzimas GA 20-oxidasas (GA200x) y GA 3-oxidasas (GA30x), que actian
consecutivamente para producir las GAs bioactivas (GA; y GA,) a través de dos rutas
paralelas: la ruta de la hidroxilacién temprana en C-13 (que conduce a la formacién de
GA,) y la ruta de la no hidroxilacion en C-13 (mediante la que se sintetiza GAy) (Fig. 3).
Una tercera clase de dioxigenasas, GA 2-oxidasas (GA20x), inactivan tanto las GAs

bioactivas (GA; y GA,) como sus precursores (GAz, GAg, GA1, ¥ GAsz). En citricos, la
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principal ruta de sintesis de GAs es la ruta de la hidroxilacion temprana en C-13, tanto
en los tejidos vegetativos (Poling y Maier, 1988; Turnbull, 1989) como en los
reproductivos (Goto et al, 1989; Talon et al, 1990; Talén et al, 1992; Ben-Cheikh et al,
1997b) de modo que GA; es la GA bioactiva mayoritaria en citricos. La mayoria de los
genes que codifican las enzimas del metabolismo de giberelinas han sido aislados en
diversas especies (Hedden y Kamiya, 1997; Hedden y Phillips, 2000b; Olszewski et al,
2002; Sponsel y Hedden, 2004). Las dioxigenasas constituyen pequefias familias
multigénicas cuyos miembros muestran distintos patrones de expresién regulados por
diversos factores, tanto enddégenos como ambientales (Kamiya y Garcia-Martinez,
1999; Yamaguchi y Kamiya, 2000). La expresion de los genes que codifican estas
dioxigenasas esta sujeta a una regulacion negativa (GA200x y GA30x) 0 positiva
(GA20x) por las GAs activas (Hedden y Phillips, 2000b).

3.3.2. Modificacién de la arquitectura de las plantas mediante cambios en

los niveles de GA 20-oxidasas

El importante incremento de la produccion agricola que se produjo durante la
llamada ‘Revolucién Verde’ fue posible por la introduccién de variedades semi-enanas
de alto rendimiento de trigo y arroz, en combinacién con la aplicacion de grandes
cantidades de fertilizantes nitrogenados y pesticidas (Hedden, 2003). La fertilizacion
nitrogenada es esencial para el aumento de la produccion de grano pero promueve la
elongacién del tallo y el consecuente encamado de los cereales. Sin embargo, las
variedades semi-enanas de la ‘Revolucion Verde' mostraron un mayor rendimiento y
menores problemas de encamado bajo condiciones de elevada fertilizacion (Sakamoto
y Matsuoka, 2004). La identificacion de las mutaciones responsables del habito de
crecimiento semi-enano de las variedades de trigo y arroz de la ‘Revolucion Verde' ha
mostrado que los genes afectados estdn implicados en la transduccién de sefal
(proteinas DELLA) y en la ruta de biosintesis de GAs (Hedden, 2003). En patrticular, la
mutacién sdl, responsable del caracter semi-enano de los cultivares de arroz
utilizados durante la ‘Revolucion Verde' (como IR8), afecta a un gen que codifica una
GA 20-oxidasa que se expresa en el tallo (Monna et al, 2002; Sasaki et al, 2002;
Spielmeyer et al, 2002). Estos trabajos ponen de manifiesto el importante papel de las
GAs en la regulacion de procesos del desarrollo criticos para la agricultura.

En numerosas especies vegetales se ha demostrado que la sobre-expresion de
los genes que codifican GA200x implica una alteracion de la concentracion de GAs
bioactivas, lo que indica que estos genes tienen un papel muy importante en la

regulacion de los dltimos pasos de la ruta de biosintesis de GAs. En este sentido, la
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generacion de plantas transgénicas que sobre-expresan GA20ox ha sido descrita en
diversas especies vegetales como Arabidopsis (Huang et al, 1998; Coles et al, 1999),
alamo (Eriksson et al, 2000), tabaco (Vidal et al, 2001), manzano (Bulley et al, 2005) v,
mas recientemente, en el patron de citricos citrange Carrizo (Fagoaga et al, 2007). En
Arabidopsis, la sobre-expresién de GA200x condujo a la formacién de hipocotilos méas
largos, elongacion del tallo y adelanto de la floracién, asociado con un aumento del
contenido de GAs bioactivas respecto al control (Huang et al, 1998; Coles et al, 1999).
Por el contrario, la expresion en antisentido de GA20ox dio como resultado plantas de
Arabidopsis de altura y contenido en GA,; reducidos (Coles et al, 1999). Estos
resultados demostraron que los niveles de GAs y, consecuentemente, el crecimiento y
desarrollo de las plantas, podia ser modulado mediante la modificacion de la expresion
de los genes que codifican GA200x, y abrieron un camino para la manipulacion
biotecnoldgica de la arquitectura de las plantas mediante la alteracion del metabolismo
de GAs. En el caso del alamo, Eriksson et al (2000) describieron que la sobre-
expresion del gen de Arabidopsis AtGA200x1 no sélo producia niveles elevados de
GAs activas y un mayor crecimiento de las plantas, sino que, ademas, estas plantas
tenian mas biomasa y un mayor numero y longitud de fibras xileméticas, caracteres
deseables en la produccion de papel. En manzano, se ha aislado un fragmento de un
gen que codifica GA200x (MpGA200x1) y se ha sobre-expresado en sentido y en
antisentido en la variedad Greensleeves (Bulley et al, 2005). En este caso, la
co-supresion del gen endégeno produjo plantas enanas, con un niumero y longitud de
entrenudos reducido y un area de la hoja reducida, como resultado de un menor
contenido en GA; (Bulley et al, 2005). En citricos se ha aislado un gen que codifica
GA200x (CcGA200x1) a partir del portainjertos citrange Carrizo (Vidal et al, 2003).
Recientemente, se han generado plantas transgénicas de citrange Carrizo que
sobre-expresan el gen CcGA200x1 en sentido y en antisentido (Fagoaga et al, 2007).
Las lineas de sobre-expresion del gen CcGA200x1 en sentido mostraron una altura
mayor debido a entrenudos mas largos, mayor longitud de las espinas (6rganos tipicos
de los citricos en el estadio juvenil), menor area foliar y menor diametro de los tallos,
debido a una disminucién en el area del xilema, caracteres asociados con un aumento
de 2-3 veces del contenido de GA; en brotes jévenes en desarrollo (Fagoaga et al,
2007). Por otro lado, la sobre-expresion en antisentido del gen CcGA200x1 dio lugar a
plantas con una altura ligeramente inferior, menor longitud de las espinas y un porte
arbustivo, mas ramificado, relacionado con un menor contenido en GA; (Fagoaga et al,
2007). Todos estos trabajos han demostrado que la actividad GA 20-oxidasa es
determinante para la produccion de GAs en las plantas y que, por tanto, constituye una

buena diana para la manipulacion genética de la biosintesis de GAs. En particular, en
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frutales como manzano y citricos, la posibilidad de obtener portainjertos con un efecto
enanizante, mediante la reduccion del contenido de GAs bioactivas, aportaria
considerables beneficios al permitir una mayor densidad de plantacion, un manejo del
cultivo mas sencillo y al facilitar la recogida mecanica de los frutos, reduciendo con
todo ello los costes de produccion.

La percepcién de GAs y la ruta de transduccion de sefial convierten la sefial de
GAs en cambios en la expresién génica y en la morfologia de la planta (Sun y Gubler,
2004; Schwechheimer, 2008). Por tanto, cabe esperar que el fenotipo observado en
las plantas transgénicas con el metabolismo de GAs modificado esté asociado con
cambios importantes en la expresién génica. La tecnologia de micromatrices permite
examinar los cambios en los niveles de expresion de miles de genes en un solo
experimento. Sin embargo, existe poco trabajo de este tipo en la literatura utilizando
transgénicas con el metabolismo de GAs madificado. En este sentido, se ha descrito el
andlisis del transcriptoma del xilema en desarrollo de plantas transgénicas de alamo
(Populus tremula L. x tremuloides Michx.) que sobre-expresan el gen AtGA200x1 de
Arabidopsis (Israelsson et al, 2003). En este caso, se observa una induccién de los
genes implicados en la formacién y extension de la pared celular (como pectin metil
esterasa, pectato liasa, celulasa, endoglucanasas y expansinas) asociado con el
mayor numero Yy longitud de fibras xilematicas observado en estas plantas
transgénicas (Eriksson et al, 2000). Sin embargo, este estudio transcripcional examind
s6lo un grupo de genes pues utilizé una micromatriz de DNA que contiene 2,995 ESTs
procedentes de una genoteca de cDNA de floema, cambium y xilema en desarrollo de

Populus tremula L. x tremuloides Michx. (Sterky et al, 1998).

3.3.3. Identificacién de genes de respuesta temprana a GAs

La mejora del conocimiento del papel de las GAs en la regulacion del
crecimiento y desarrollo de la planta requiere la identificacion de los genes de
respuesta temprana a GAs, es decir, aquellos cuya expresion esta alterada antes de
que se produzca ningun cambio morfolégico. La identificaciéon de genes regulados por
GAs se ha abordado con diversas estrategias, como la hibridacién substractiva
(Phillips y Huttlu, 1994) o differential display (van der Knaap et al, 1997).
Recientemente, se han descrito algunos trabajos en los que se analizan los cambios
producidos en la expresion génica tras la aplicacion de GAs en arroz y Arabidopsis
utilizando micromatrices. En arroz, la respuesta transcripcional a GAs se ha estudiado
en callos (Yazaki et al, 2004) y en plantulas (Yang et al, 2004). El trabajo de Yazaki

et al (2004) identificé genes regulados por GAs tras el cultivo de callos de arroz
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durante 3 dias en GAs (Yazaki et al, 2004). Entre los genes inducidos se encontraron
genes implicados en la divisibn y diferenciacion celular y en defensa (Tabla
Suplementaria 1l). Yang et al (2004) estudiaron los cambios de expresion génica en
plantulas de arroz tras la aplicacion durante 24 horas de GAs;. Los resultados
obtenidos por ambos grupos no coinciden totalmente. Sin embargo, la expresién de los
genes que codifican xiloglucano endotransglicosilasa (XET) aparecid inducida por GAs
en los dos trabajos, sugiriendo que las GAs tienen un papel en la regulacion de la
elongacién y la organizacion de la pared celular (Tabla Suplementaria II). En
Arabidopsis, se ha examinado el efecto de las GAs sobre la expresion génica en
semillas en germinacién (Ogawa et al, 2003; Cao et al, 2006), en plantulas (Zentella et
al, 2007) y en flores (Cao et al, 2006). Los experimentos realizados en Arabidopsis han
aprovechado la ventaja de disponer de mutantes con defectos en la ruta de biosintesis
de GAs. En concreto, el mutante gal-3, que muestra una deficiencia severa de GAs,
ya que el gen GA1 codifica una copalil difosfato sintasa (CPS) que cataliza el primer
paso de la biosintesis de GAs (Sun y Kamiya, 1994) (Fig. 3). Este mutante es
extremadamente enano y presenta un retraso en la floracion y esterilidad masculina
(Koornneef y van der Veen, 1980; Wilson et al, 1992), defectos que se rescatan
completamente tras la aplicacion exdgena de GA. El trabajo de Ogawa et al (2003)
identifico 357 genes regulados por GAs durante la germinacion (230 inducidos y 127
reprimidos), analizando semillas del mutante gal-3 tras el tratamiento con GA durante
3, 6 y 12 horas (Tabla Suplementaria Il). Los genes inducidos por GAs incluyeron
aquéllos implicados en el metabolismo de la pared celular (elongacion celular) y en la
division celular. Asimismo se encontraron modulados por GAs diversos genes
relacionados con otras hormonas vegetales (Ogawa et al, 2003). Posteriormente, Cao
et al (2006) compararon los patrones de expresion génica en semillas embebidas y
flores en desarrollo del mutante gal-3 y del control, obteniendo 1,112 genes
expresados diferencialmente en las semillas embebidas y 1,248 en las flores en
desarrollo (Tabla Suplementaria Il). Los resultados mostraron que las GAs regulan
diferentes conjuntos de genes con funciones similares, o diferentes miembros de la
misma familia génica, en el control de la germinacion y del desarrollo floral. El andlisis
de ontologias de los genes expresados diferencialmente en cada tejido mostro la
implicacion de los mismos en los procesos de elongacion celular, biogénesis y
modificacion de la pared celular, fosforilacion y defosforilacion de proteinas,
sefializacion por ABA y auxinas y estrés oxidativo (Cao et al, 2006). Ademas, una
proporcién elevada (56%) de los genes regulados por GAs segun Owaga et al (2003),
fueron también identificados por Cao et al (2006) (Tabla Suplementaria Il). Finalmente,

Zentella et al (2007) identificaron 67 genes de respuesta temprana a GAs en tejidos
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vegetativos (tallos) de plantulas del mutante gal-3 de Arabidopsis de 8 dias de edad
en presencia o ausencia de un tratamiento de GAs (1h con 2 uM GA,). En este caso,
el nimero de genes de respuesta de GAs identificado fue mucho menor que en los
trabajos anteriores (Ogawa et al, 2003; Cao et al, 2006). Ademas, los cambios de
expresion observados tras 1h de tratamiento con GAs son muy sutiles, inferiores a 2
veces (Zentella et al, 2007). Estas diferencias pueden deberse a las condiciones
experimentales o a los tejidos estudiados, semillas en germinacién (Ogawa et al, 2003;
Cao et al, 2006) y flores en desarrollo (Cao et al, 2006) frente a tallos vegetativos
(Zentella et al, 2007).
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OBJETIVOS

El trabajo presentado en esta memoria de Tesis Doctoral se ha centrado en el

desarrollo de nuevas herramientas de genomica funcional que, por un lado, permitan

profundizar en la comprensién de los mecanismos moleculares subyacentes a la

biologia de los citricos, en particular de los relacionados con el desarrollo vegetativo, y

que, por otro lado, constituyan un sélido punto de apoyo en el disefio de futuros

programas de mejora para la obtencibn de nuevas variedades de citricos. Los

objetivos especificos planteados en este trabajo son:

1)

1)

10)

V)

V)

Identificar genes implicados en el desarrollo vegetativo en citricos mediante la
generacion y el analisis funcional de una coleccibn de ESTs de tejidos

vegetativos.

Identificar genes relacionados con el metabolismo de isoprenoides y
flavonoides en citricos mediante el andlisis funcional de la coleccion de ESTs

generada por el Proyecto de Genémica Funcional de Citricos (CFGP).

Caracterizar la micromatriz de cDNA generada por el CFGP con el fin de

valorar la fiabilidad de los datos obtenidos.

Elaborar mapas de expresion génica de los tejidos reproductivos y vegetativos
mediante el analisis de micromatrices de cDNA con el fin de profundizar en la

comprension de las funciones de cada uno de los tejidos estudiados.

Estudiar la regulacion del desarrollo vegetativo mediada por GAs, por un lado,
mediante el analisis del transcriptoma de plantas transgénicas del patrén de
citricos citrange Carrizo que contienen niveles elevados de GAs vy, por otro,
mediante el analisis de la expresion génica de brotes vegetativos de citrange

Carrizo incubados con acido giberélico.
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Materiales y métodos

1. Material vegetal y tratamientos hormonales

1.1. Material de campo

La genoteca de cDNA de tejidos vegetativos se realizé a partir de hojas y
entrenudos de brotes en desarrollo de la brotacion de otofio procedentes de tres
arboles adultos de la variedad de mandarina Clemenules (Citrus clementina Hort. ex
Tan.) injertados sobre el patrén mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.), del
Banco de Germoplasma de citricos del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA), localizado en Moncada (Valencia). Los arboles presentaban buen vigor
y estaban libres de plagas. Los tratamientos hormonales consistieron en la
pulverizacion directa, sobre brotes jévenes de estos arboles de soluciones de GA;
(50 ppm) y de placlobutrazol (500 ppm). EI RNA procedente de brotes jovenes tratados
con GA;, brotes jovenes tratados con paclobutrazol y hojas y entrenudos procedentes
de brotes joévenes sin tratar se utilizo para construir una genoteca de cDNA.

En los analisis de expresion génica diferencial entre distintos tejidos de citricos,
los tejidos reproductivos estudiados se obtuvieron de estos mismos arboles. Se
recogieron flores y frutos en los estadios fenolégicos, segun la escala BBCH (Agusti
et al, 1995), de botdn blanco (56), bola hueca (59) y antesis (61) y frutos con estilo (69)
y sin estilo (71), respectivamente. El muestreo se realiz6 al azar en diferentes zonas
de los tres arboles formando tres lotes o réplicas bioldgicas.

Para el analisis del efecto de GAs sobre el transcriptoma de citricos, se
utilizaron entrenudos en desarrollo procedentes de arboles transgénicos de citrange
Carrizo (un hibrido de Citrus sinensis L. Osb. var. Washington Navel x Poncirus
trifoliata L. Raf) que sobre-expresan el gen CcGA20o0x1, tanto en sentido como en
antisentido (Fagoaga et al, 2007). Las lineas seleccionadas para este trabajo fueron la
linea sentido S23 y la linea antisentido A4, que muestran una expresioén elevada del
transgén CcGA20ox1 y niveles modificados de GAs en tejidos vegetativos (Fagoaga
et al, 2007). Estos arboles fueron producidos a partir de estaquillas enraizadas y
cultivados en condiciones estandar en una parcela experimental del IVIA. Como
controles se utilizaron arboles generados por el mismo procedimiento pero
transformados Unicamente con el vector vacio. La caracterizacion del transcriptoma de
estas plantas se realizé utilizando entrenudos procedentes de brotes vegetativos en
desarrollo de la brotacién de otofio.

En todos los casos, incluyendo el material de invernadero, las muestras se

congelaron en N; liquido y se conservaron a -80°C hasta la extraccion de RNA.
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1.2. Material de invernadero

En la caracterizacion técnica de la micromatriz de cDNA de citricos del CFGP
se utilizaron hojas en desarrollo procedentes de plantas de Citrus clementina de
2 afios de edad cultivadas en los invernaderos del Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas (IBMCP), localizado en la Universidad Politécnica de Valencia. En
los experimentos de analisis de expresion génica diferencial entre distintos tejidos de
citricos se utilizaron las cuatro Ultimas hojas apicales de brotes vegetativos. Se
definieron 5 estadios de desarrollo del brote en funcion del tamafo de estas ultimas
hojas: 1) estadio 1, brotes con hojas de 1-2 cm, 2) estadio 2, brotes con hojas de
2-3 cm, 3) estadio 3, brotes con hojas de 3-4 cm, 4) estadio 4, brotes con hojas de
4-6 cm y 5) estadio 5, brotes con hojas de 6-8 cm.

El efecto de GAs a tiempos cortos se estudié utilizando brotes jovenes de unos
10 cm de longitud, con 5-6 hojas en desarrollo, de plantas de citrange Carrizo
procedentes de semilla de unos 3 meses de edad. Los brotes se cortaron y se
incubaron durante 24 h en viales con 40 ml de medio de Murashige y Skoog con o sin
10 uM GA;. La incubacion de los explantes se realiz6 a 24°C en condiciones de
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Se realizaron cuatro réplicas biologicas,
con 5 brotes por réplica, para cada uno de los tratamientos: tiempo 0 y 24 h sin y con
GA;. El analisis transcriptdmico se realizé utilizando los entrenudos procedentes de los

explantes de cada uno de los tratamientos descritos.

2. Extraccion de RNA total y RNA poli(A*) de plantas

La extraccion de RNA se llevo a cabo utilizando el protocolo general que se
describe mas adelante. En los experimentos con micromatrices, el RNA obtenido se
purificd tal como se describe en el apartado 2.1.1 puesto que este paso adicional
mejord notablemente la eficiencia del marcaje de las muestras de RNA. En todos los
casos, la pureza del RNA obtenido se evalué mediante medidas de absorbancia a 230,
260 y 280 nm obtenidas utilizando el espectrofotémetro NanoDrop ND-100 (NanoDrop
Technologies). La relacién 260:280 es indicativa de posible contaminaciéon por
proteinas mientras que el cociente 260:230 indica el grado de contaminacidon por
carbohidratos y otros metabolitos. En general, se trabajé con RNA con valores

superiores a 1.9 para ambos cocientes.
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2.1. Protocolo general de extraccion de RNA total

La extraccidén de RNA total de citricos se realiz6 siguiendo el protocolo descrito
por Malmberg et al (1985). Unos 500 mg de material vegetal triturado en mortero con
N, liquido se homogeneizaron en 0.5 ml de tampén TCES (0.2 M Tris-HCI pH 8, 0.2 M
NaCl, 50 mM EDTA, 2% SDS), 0.5 ml de fenol acido (Prolabo) y 5 ul de
B-mercaptoetanol y se incubaron 5 min a 50°C. El extracto se centrifugé 10 min a
2,000 rpm y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo al que se afadi6é 0.8 ml de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), agitando con vértex durante 2 min. La fase
acuosa obtenida tras centrifugar 10 min a 2,000 rpm se transfirié a un microtubo que
se volvié a centrifugar 15 min a 13,000 rpm. El sobrenadante se precipité con LiClI 3 M
a 4°C durante toda la noche y se recogié por centrifugacion durante 15 min a
13,000 rpm. El precipitado se lavé tres veces consecutivas con 1 ml de etanol al 70%,
se sec6 en vacio durante 5 min y se resuspendié en 40 ul de agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC). El rendimiento obtenido con este procedimiento fue de
200-300 pg de RNA total por 500 mg de peso fresco.

2.1.1. Purificacién adicional del RNA para los experimentos con

micromatrices

El RNA total obtenido con el método descrito se purificd, adicionalmente,
utilizando el sistema RNeasy Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para ello, 100 ug de RNA total (en un volumen de 100 ul) se mezclaron con
350 pl de tampon de lisis (contiene tiocianato de guanidinio y B-mercaptoetanol) y con
250 pl de etanol (100%). La muestra se transfirio a una columna RNeasy, donde el
RNA se une a una membrana de gel de silice. La columna se lavé dos veces con un
tampdn que contiene etanol, se secé por centrifugacién a 13,000 rpm durante 1 min y
el RNA se eluyé en 30 yl de agua libre de RNasa (Qiagen). El rendimiento obtenido
con el procedimiento descrito fue de 75-90 ug de RNA purificado por 100 ug de RNA

total.

2.1.2. Purificacién adicional del RNA para los experimentos de RT-PCR

En los experimentos de RT-PCR, el RNA total obtenido mediante el método
general se tratd con DNasa | libre de RNasa (Qiagen) para eliminar la contaminacion
de las muestras con DNA genomico. El procedimiento seguido fue similar al descrito

en el apartado 2.1.1 pero la muestra de RNA, fijjada a la membrana de la columna
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RNeasy, se digiri6 con 3 U de DNasa |, siguiendo las instrucciones del fabricante,

antes de proceder al lavado de la columna y a la elucién del RNA.

2.2. Extraccion de poli(A*Y) RNA

El poli(A") RNA se extrajo con el sistema QuickPrep micro mRNA Purification
Kit (Amersham Biosciences) a partir de 250 ug de RNA total obtenidos segun el
protocolo descrito por Malberg et al (1985). A la solucion acuosa de RNA total se
afiadié 400 pl del tampon de extraccién (contiene tiocianato de guanidinio y N-lauroil
sarcosinato) y 800 ul de tampén TE (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA) y la mezcla
se centrifugd 1 min a 13,000 rpm. La fase superior se transfirié al lecho de oligo(dT)-
celulosa obtenido previamente por centrifugacion y se resuspendié. Dicha suspension
se centrifugé 10 s a 13,000 rpm y se lavd cinco veces con 1 ml de tampoén TEN
(10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.5 M NacCl), dos veces mas con 1 ml de
tampon TEN 0.1X (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 M NaCl), se resuspendio
en 0.3 ml de este ultimo tampon y se transfirid a una micro-columna de polipropileno.
La columna se centrifugd 5 s a 13,000 rpm y se lavé tres veces con 0.5 ml de tampédn
TEN 0.1X. Finalmente, el poli(A") RNA se eluy6 dos veces con 0.2 ml de tampén TE a
65°C. Este RNA poli(A*) se precipitdé con 0.1 volumenes de acetato potasico 2.5 M
pH 5, 2.5 volumenes de etanol y 10 ul de glucégeno (5 mg/ml) durante toda la noche a
4°C. El poli(A*) se recogi6 por centrifugacion a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C, se
lavd con etanol al 70% y se resuspendio en 20 ul de agua libre de RNasa (Amersham
Biosciences). El rendimiento obtenido en las extracciones de poli(A") RNA fue

alrededor del 2%.

3. Construccién y manipulacion de una genoteca de cDNA

3.1. Genoteca primaria

La genoteca direccional de cDNA de tejidos vegetativos en desarrollo se
construyd a partir de una mezcla a partes iguales de RNA procedente de brotes
jovenes tratados con GA;, brotes jovenes tratados con paclobutrazol y hojas vy
entrenudos procedentes de brotes jévenes sin tratar. Para ello se utilizé el sistema
AZAP-cDNA Synthesis Kit and Gigapack Ill Gold Cloning Kit (Stratagene), siguiendo
las instrucciones del fabricante (http://www.stratagene.com/manuals/200401.pdf). La
primera cadena de cDNA se sintetizo a partir de 5 ug de RNA poli (A), tratado 5 min a

65°C para relajar la estructura secundaria, utilizando transcriptasa reversa (50 U/pl),
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oligo (dT) que contiene un sitio de restriccion Xhol como cebador y en presencia de 5-
metil-dCTP, de modo que se obtuvo un cDNA hemimetilado. En paralelo se realiz6é una
sintesis control que ademas incorpora [a*’P] dATP (800 Ci/mmol). Antes de la sintesis
de la segunda cadena de cDNA, el cDNA se incub6é con RNasa H (1.5 U/ul), que
degrada la cadena de RNA molde utilizado para la sintesis de la primera cadena. La
segunda cadena de cDNA se sintetizé con DNA polimerasa | (9 U/ul), en presencia de
[a*?P] dATP (800 Ci/mmol) para comprobar la calidad del cDNA obtenido en un gel de
agarosa alcalino. Tras formar extremos romos en el cDNA de doble cadena mediante
Pfu DNA polimerasa (2.5 U/ul), se procedié a la ligacién, mediante T4 DNA ligasa (4
U/ul), de unos adaptadores que incluyen un extremo cohesivo EcoRI y a la posterior
fosforilacion de los mismos mediante T4 polinucledtico kinasa (10 U/pl). EI cDNA
modificado con los adaptadores EcoRI se digirié con la enzima de restriccion Xhol (40
U/ul) de modo que se obtuvo un cDNA con un sitio EcoRI en el extremo 5’ y un sitio
Xhol en el extremo 3’. Este cDNA se fracciono por tamafo con una columna Sephacryl
S-500 (Life Technologies) y se seleccionaron las fracciones correspondientes a cDNAs
de longitud mayor a 500 pb. EI cDNA (100 ng) se ligé de forma direccional con el
vector Uni-ZAP XR y los productos de la ligacion se empaquetaron utilizando el
extracto de empaquetamiento Gigapack Ill Gold (Stratagene). El nimero de fagos
existentes en la genoteca primaria se calculé6 mediante la titulacién de la misma. Para
ello, una colonia de la cepa XL1-Blue MRF’ se crecié a 37°C en medio liquido YT 2X
(16 g/l triptona, 5 g/l NaCl, 10 g/l extracto de levadura) suplementado con 0.2%
maltosa y 10 mM MgSO, hasta una ODgqq de 0.5. Las células XL1-Blue MRF’ (200 pl)
se incubaron 15 min a 37°C con varias diluciones de la genoteca primaria y se
crecieron a 37°C durante toda la noche en placas de agar YT 2X (16 g/l triptona, 5 g/l
NaCl, 10 g/l extracto de levadura, 15 g/l agar bacteriolégico) suplementadas con 10
mM MgSO,. El numero de calvas o pfu (plaque forming units) obtenidas con las

distintas diluciones permitié calcular la titulacién de la genoteca.

3.2. Genoteca amplificada

La amplificacién de la genoteca se realizé en 20 alicuotas de unos 5 x 10* pfu
aproximadamente con 600 pl de células XL1-Blue MRF’ (Stratagene). Las células
infectadas se sembraron en placas de 150 mm con agar NZY (5 g/l NaCl, 2 g/l MgSQsy,
5 g/l extracto de levadura, 10 g/l hidrolizado de caseina, 15 g/l agar) y se incubaron a
37°C hasta que comenzaron a diferenciarse las calvas. Se afnadié 8 ml de solucién SM
(5.8 g/l NaCl, 2 g/l MgSQ,, 50 ml Tris-HCI 1 M, 5 ml gelatina 2%) a cada placa y se

incubo con agitacion suave a 4°C durante toda la noche para facilitar la difusion de los
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fagos. La suspensiéon de fagos se recogid, se anadio cloroformo 5% y se centrifugd
para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se recogié y se anadio cloroformo
hasta una concentracion final de 0.3% (v/v). La genoteca amplificada, denominada
Veg1, se almacend a -80°C en alicuotas con dimetil sulféxido (DMSO) al 7% (v/v) y se

titulé siguiendo el mismo procedimiento descrito para la genoteca primaria.

3.3. Escisiéon masiva

El vector Uni-ZAP XR permite la escision in vivo del fagémido pBluescript de
modo que los insertos pueden ser caracterizados en un sistema de plasmidos. La
escision masiva de la genoteca amplificada se realizé a partir de 10’ pfu de fagos,
10® pfu de células XL1-Blue MRF’ y 10° pfu de fago ExAssist (Stratagene). Las células
coinfectadas se incubaron en medio LB (10 g/l triptona, 10 g/l NaCl, 5 g/l extracto de
levadura) a 37°C durante 2-3 h con agitacion, se lisaron por incubacion a 65-70°C
durante 20 min, se centrifugaron y se recogié el sobrenadante que contiene los
fagémidos con los clones en forma de DNA de cadena simple. La infecciéon de 200 pl
de células SOLR (ODgypy de 1) con 1 yl de este sobrenadante se produjo por
incubacion a 37°C durante 15 min y permitié obtener DNA de doble cadena en forma
de plasmidos. Las células SOLR infectadas con los fagémidos (10 pl) se sembraron en
placas de agar LB (10 g/l triptona, 10 g/l NaCl, 5 g/l extracto de levadura, 20 g/l agar
bacterioldgico) con ampicilina (50 ug/ml) y se incubaron a 37°C durante toda la noche

para obtener colonias bacterianas aisladas.

4. Generacion de una coleccién de ESTs

4.1. Obtencién de DNA plasmidico y secuenciacion

4.1.1. Cultivos bacterianos

Las colonias bacterianas aisladas generadas por escision masiva de la
genoteca amplificada se seleccionaron al azar y se cultivaron en placas de 96 pocillos
(Eppendorf) con 1.5 ml de medio LB 2X (20 g/l triptona, 10 g/l extracto de levadura,
10 g/l NaCl) y ampicilina (50 mg/l). Los cultivos en placa se incubaron a 37°C con
agitacion (300 rpm) durante 20 h. Una parte del cultivo (150 pl) se transfirid a una
nueva placa de 96 pocillos (Axygen) a la que se anadid glicerol hasta una
concentracion final de 15%. Estas placas, que suponen un duplicado de cada clon, se

sellaron con laminas estériles de aluminio y se almacenaron a -80°C.
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4.1.2. Obtencién de DNA plasmidico
En este trabajo se han utilizado dos métodos para la obtencién de DNA
plasmidico en placas de 96 pocillos: el sistema PerfectPrep (Eppendorf) y el método

Montage (Millipore).

Sistema PerfectPrep (Eppendor)

El DNA plasmidico se obtuvo por lisis alcalina mediante el sistema PerfectPrep
Plasmid 96 Vac Direct Bind (Eppendorf) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
placas con el cultivo bacteriano se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min, se elimind
el sobrenadante y los sedimentos bacterianos se resuspendieron completamente en la
solucion 1 que contiene RNasa A (150 pl) utilizando el vortex. A continuacion se
anadio la solucion 2 de lisis alcalina (150 pl), la solucién 3 de neutralizacion (150 pl) y
este lisado bacteriano se transfirid a una nueva placa que contiene un filtro. Se aplicé
vacio durante 5 min de modo que los restos celulares quedaron retenidos en el filtro y
los lisados pasaron a la placa inferior, que contiene una membrana. En esta segunda
placa se afiadié6 300 pl de la solucidn 4 que contiene guanidinio, se aplicdé vacio
durante 2 min, se afnadié 400 pl de tampédn salino y se aplicé vacio durante 5 min mas.
El DNA plasmidico retenido en la membrana de esta segunda placa se eluyé en 30 pl

de agua estéril por aplicacién de vacio durante 5 min.

Método Montage (Millipore)

El método de purificacion de DNA plasmidico Montage (Millipore) consiste en
una version modificada del método de lisis alcalina. El procedimiento es muy similar al
descrito en el apartado anterior salvo que, en este caso, todos los pasos se realizaron

de forma automatizada utilizando el dispensador de liquidos MultiProbe Il (Packard).

4.1.3. Secuenciacion

La cantidad de DNA plasmidico obtenido se estim6é mediante electroforesis en
geles de agarosa 1% y TAE 1X de una alicuota del mismo, obteniendo una
concentraciéon de unos 50-100 ng/pl. Una alicuota del DNA plasmidico se utilizé para la
secuenciacion de los clones desde el extremo 5, que se llevd a cabo en el Servicio de
Secuenciacion del IBMCP. La secuenciacion se basé en el uso de dideoxinucleétidos

marcados con compuestos fluorescentes, utilizando el sistema ABI PRISM Big Dye
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Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Las reacciones de
secuenciacion se realizaron en un termociclador ABI GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) y los productos marcados se resolvieron y analizaron en un
secuenciador capilar ABI 3100 (Applied Biosystems). Finalmente, otra alicuota del
DNA plasmidico se utilizé para la construccién de la micromatriz de cDNA del CFGP,

tal como se describe en el apartado 5.

4.2. Pre-procesado y ensamblaje de ESTs

El pre-procesado y ensamblaje de las secuencias obtenidas se realizd6 con
EST2uni (Forment et al, 2008; http://bioinf.comav.upv.es/est2uni), herramienta
bioinformatica desarrollada en el CFGP. El pre-procesado de las secuencias consta de
los siguientes pasos: 1) lectura de la secuencia nucleotidica definida en cada
cromatograma y asignacion de un valor de calidad a cada base, mediante el programa
Phred (Ewing et al, 1998); 2) eliminacién de las regiones de baja calidad y de las
regiones procedentes del vector con el programa Lucy (Chou y Holmes, 2001);
3) enmascaramiento de elementos repetitivos y regiones de baja complejidad con los
programas RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) y SeqClean (http://compbio.
dfci.harvard.edu/tgi/software), respectivamente; y 4) deteccion y eliminacién de
secuencias contaminantes con el programa SeqClean utilizando la base de datos
UniVec del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html). Tras el
pre-procesado de las secuencias, todas aquéllas que no superaron una longitud de
100 bases no se incluyeron en los analisis posteriores.

Las secuencias de alta calidad, obtenidas mediante el procedimiento de
pre-procesado descrito, se agruparon con el doble objetivo de eliminar redundancia y
obtener un conjunto de posibles genes unicos. El agrupamiento o ensamblaje de las
ESTs de alta calidad se realizé con la herramienta TGICL (Pertea et al, 2003) que, en
un primer paso, agrupa las secuencias basandose en la comparaciéon por parejas de
todas ellas utilizando el algoritmo Megablast (Zhang et al, 2000) y, en un paso
posterior, ensambla cada grupo de secuencias utilizando el algoritmo CAP3 (Huang y
Madan, 1999), manteniendo los parametros que establece el algoritmo por defecto:
1) solapamiento entre dos secuencias >30 pb; 2) identidad de las secuencias en la
region solapada >94%; y 3) numero de bases que no solapan <30 pb. Tras el
agrupamiento, para cada grupo de secuencias o contig (conjunto de secuencias
formado por dos o mas ESTs), se obtuvo una secuencia consenso. Las ESTs que,
segun los parametros anteriores, no forman parte de ningun grupo constituyen los

singletons (ESTs que no muestran similitud con ninguna otra secuencia de la
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coleccion). Asi pues, la coleccién de ESTs generada queda agrupada en un conjunto
no redundante de posibles genes unicos (o unigenes) formado tanto por los contigs
como por los singletons. La secuencia deducida de aminoacidos de cada unigen se
obtuvo utilizando ESTScan (Iseli et al, 1999).

4.3. Anotacioén funcional de los unigenes

4.3.1. Metodologia para la anotacion basica de los unigenes: base de
datos EST2uni

La anotacion funcional de los unigenes de citricos se llevd a cabo utilizando la
base de datos EST2uni (Forment et al, 2008; http://bioinf.comav.upv.es/est2uni). Esta
herramienta realiza busquedas automaticas con el algoritmo BLAST (Altschul et al,
1997) frente a la base de datos UniRef90 (Wu et al, 2006; http://www.ebi.ac.uk/uniref;
UniProtKB versién 8.9; 17 Octubre 2006) y al conjunto completo de proteinas de
Arabidopsis obtenido del TAIR (Rhee et al, 2003; http://www.arabidopsis.org; TAIRG
Noviembre 2005), utilizando los parametros por defecto y un criterio no estricto de
10 para el valor E. Los unigenes fueron anotados con la descripcién del conjunto de
proteinas de UniRef90 mas similar o, con la descripcion de la proteina de Arabidopsis
mas similar. Los unigenes se anotaron como ‘altamente similares’ cuando el primer
resultado del BLAST presentaba un valor E menor que 107°. Los unigenes cuyo primer
resultado del BLAST mostraba un valor E mayor que 10® no se consideraron para la
anotacion. Adicionalmente, se ha llevado a cabo la anotacién funcional de los
unigenes de citricos basada en motivos funcionales utilizando el algoritmo de
busqueda HMMER (Eddy, 1998) frente a la base de datos de familias de proteinas
Pfam (http://pfam.janelia.org; Bateman et al, 2004).

4.3.2. Métodos para la anotacién adicional de los unigenes

La anotacion basica de los unigenes realizada con EST2uni, en particular de
los unigenes procedentes de la genoteca de tejidos vegetativos y de los unigenes
implicados en el metabolismo de isoprenoides y flavonoides, se suplementé con
informacién adicional completando asi la anotacién existente. Esta anotacion adicional
se realizé de forma automatica cuando fue posible; sin embargo, en algunos casos,
exigié una revision manual de la anotacién obtenida con EST2uni. Los métodos que se

utilizaron para desarrollar esta anotacién adicional se describen a continuacion.
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Categorias funcionales

Los unigenes de citricos representados en la genoteca de tejidos vegetativos
se anotaron segun dos modelos de anotacion adicionales: la ontologia génica
(GO; Ashburner et al, 2000) organizada en tres categorias generales (‘proceso
bioldgico’, ‘funcion molecular’ y ‘componente celular’) y la anotacion funcional del MIPS
(Munich Information Centre for Protein Sequences; http://mips.gsf.de; MIPS v2.1). La
asignacion de GO se realizé utilizando el programa FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004;
http://www.babelomics.org) mientras que la anotacién funcional del MIPS se obtuvo
mediante la herramienta FunCat (Ruepp et al, 2004). Para ello, se utilizé el codigo AGI
(Arabidopsis Genome |Initiative, 2000) correspondiente al gen de Arabidopsis mas
similar a cada unigen de citricos.

El programa FatiGO se utilizd, adicionalmente, para llevar a cabo los analisis
de enriqguecimiento funcional puesto que permite encontrar términos GO
significativamente sobre-representados en un conjunto de genes respecto a un grupo
de referencia. En este analisis se tuvo en cuenta la correccion por experimentos
multiples, pues de no ser asi se produce un aumento en la proporcién de falsos
positivos, es decir, términos GO identificados como sobre-representados cuando,
realmente, no lo estdn. El método de correccidon utilizado fue el de FDR (False

Discovery Rate) (Benjamini y Hochberg, 1995).

Rutas metabdlicas

Con el objetivo de obtener una anotacion mas integrada de los unigenes de
citricos, se utilizaron tres bases de datos adicionales: MetaCyc (Krieger et al, 2004;
http://metacyc.org), AraCyc (Mueller et al, 2003; http://www.arabidopsis.org/biocyc) y
KEGG (Kanehisa et al, 2004; http://genome.ad.jp/kegg). MetaCyc es una base de
datos que contiene rutas metabdlicas verificadas experimentalmente e informacion
sobre enzimas corregida a partir de la literatura cientifica. Una ruta metabdlica en
MetaCyc consiste en el conjunto de reacciones, enzimas y metabolitos que la
componen y los genes que codifican dichas enzimas, asi como la informacién sobre su
regulacion en diferentes especies, desde microorganismos a plantas y humanos. Las
rutas de Arabidopsis se exportan a AraCyc, la base de datos del metabolismo de
Arabidopsis, de modo que MetaCyc constituye la base de datos de referencia. La base
de datos del KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) contiene
informacién sobre redes de interaccidon molecular como rutas y complejos, sobre

genes y proteinas y sobre compuestos y reacciones quimicas. La metodologia seguida
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en este caso fue partir del cddigo AGI correspondiente al gen de Arabidopsis mas
similar a cada unigen de citricos, obtener la ruta metabdlica en la que participa, extraer
las secuencias de otros genes que forman parte de esa ruta y realizar busquedas en la
base de datos del CFGP, utilizando la herramienta EST2uni, para tratar de localizar

otros elementos de citricos de la misma ruta no anotados previamente.

Localizacion subcelular

La determinacion de la localizacion subcelular de una proteina constituye un
paso importante hacia la comprensién de su funcién. Los péptidos que dirigen las
proteinas a la ruta secretora (SP), a mitocondria (mTP) o a cloroplastos (cTP) se
encuentran en la region N-terminal de la secuencia. La secuencia deducida de
aminoacidos de cada unigen de citricos estudiado se obtuvo mediante la herramienta
Translate (http://www.expasy.org/tools/dna.html) del Swiss Institute of Bioinformatics
(SIB) y se comprob6 que contenia la region N-terminal completa mediante BLASTP
frente a la base de datos de proteinas no redundantes GenBank del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). La prediccién de la localizacién subcelular de
diversas proteinas de citricos se realizd siguiendo la metodologia descrita por
Emanuelsson et al (2007). La secuencia de aminoacidos deducida de cada unigen de
citricos se analiz6é con TargetP v1.1 (Emanuelsson et al, 2000; http://www.cbs.dtu.dk/
services/TargetP/) que asigna una posible localizacion, en plantas, para cloroplasto,
mitocondria, ruta secretora y otras, y proporciona un coeficiente de fiabilidad (RC) de
la prediccion. Cuando TargetP predijo un posible péptido sefal de cloroplasto (cTP), la
secuencia se analizé con ChloroP v1.1 (Emanuelsson et al, 1999; http://www.cbs.
dtu.dk/services/ChloroP/) para obtener un informe detallado de las puntuaciones
asignadas a lo largo de la secuencia. El valor limite de la prediccion es 0.5, de modo
que puntuaciones superiores a 0.55 se consideran bastante soélidas. Cuando la
prediccion de TargetP fue ‘otra localizacion’ se utilizaron otras herramientas de
prediccion como PSORT (Nakai y Horton, 1999; http://www.psort.org) y BaCellLo
(Pierleoni et al, 2006; http://gpcr.biocomp.unibo.it/bacello).

4.4, Andlisis de expresion génica segun la frecuencia de ESTs

La frecuencia de ESTs procedentes de la genoteca Vegl se utilizé para
detectar genes expresados diferencialmente durante el desarrollo vegetativo. Asi, para
cada unigen de citricos representado en la genoteca de tejidos vegetativos se calculd

tanto la frecuencia de ESTs procedentes de dicha genoteca como la frecuencia de
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ESTs procedentes del resto de la coleccion del CFGP. La identificacion de unigenes
expresados diferencialmente en Veg1 se realizé con el programa IDEG6 (Romualdi et
al, 2003), utilizando el test estadistico de Audic y Claverie (1997) y la correccién por

experimentos multiples de Bonferroni.

5. Construccion de la micromatriz de cDNA de citricos CIT1

Los analisis de expresion génica se realizaron utilizando la micromatriz de
cDNA de citricos, construida por el Laboratorio de Gendémica del CFGP, que contiene
12,672 clones que corresponden a 6,875 posibles unigenes (Forment et al, 2005). Los
12,672 clones contenidos en la micromatriz, que llamaremos CIT1,
18 genotecas de cDNA (Tabla 1).

proceden de

Tabla 1. Procedencia de los clones que componen la micromatriz CIT1

Genoteca  N° clones (%) Especie Tejido/ estado de desarrollo/ tratamientos
. Hojas, entrenudos y brotes apicales:
Veg1 1,152 (9.1 C.cl t SR .
eg (©-1) clementina aplicaciones foliares de GAsz y paclobutrazol
IF1 1,920 (152) C. clementina Flores en distintos estadios de desarrollo, desde
yemas florales hasta flores en antesis
OF1 192 (1.5) C. clementina Ovarios senescentes y frutos de 5 semanas
tratados con GA3
OF2 1344 (10.6) C. clementina Ovarios de yemas florales a frutos de 1y 3
semanas tratados con GAs3
AbSAOVT 128 (1.0) C. clementina Zona de abscn§|on A de ovarios en desarrollo
tratados con etileno
CTVLeafMc1 1248 (9.8) C. macrophylla Hojas |nf,ec';tadas con el Virus de la Tristeza
de los Citricos
DroRLeaf 177 (1.4)  C. clementing 19i3s de plantas rehidratadas tras 24 h de
estrés hidrico
Drought1 672 (5.3) C. clementina :ic()jjr'ai\sode plantas tras 5, 10, 24 h de estrés
Drought2 864 (6.8) C. reshni R'alc.:es de plantas tras 5, 10, 24 h de estrés
hidrico
. Flavedo de frutos maduros almacenados
FlavFr1 1,344 (10.6) C. clementina a 2°C durante 7 y 24 dias
FlavRip1 215(1.7) C. clementina Flavedo de frutos en desarrollo
FlavSen1 288 (2.3) C. clementina Flavedo de frutos senescentes
LongSaltL1 207 (1.6) C. sinensis
NTLeaft 384 (3.0) C. clementina HOJ?S de plantas cultivadas en condiciones
estandar
PhyRootSr1 960 (7.6) C. aurantium Raices infectadas con Phytophthora citrophtora
PhyRootSw1 864 (6.8) C. sinensis Raices infectadas con Phytophthora citrophtora
Roots1 137 (1.1) citrange Carrizo Raices de plantulas cult.lvadas 1-4 dias
con paclobutrazol o auxinas
SaltLeaft 576 (4.5) C. clementina Hojas de plantas tratadas con 150 mM NaCl

durante 6, 24 h y 7dias
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La amplificacién por PCR de los 12,672 clones para la posterior impresion de
los mismos fue realizada por el Laboratorio de Gendémica del IBMCP. Las reacciones
de PCR se realizaron a partir de 4 ng de DNA plasmidico utilizando 1.5 U de Taq
polimerasa, 200 yM dNTPs, 400 nM de cebador T7 modificado (5-CGACTCACTATA
GGGCGAATTGG-3’) y 400 nM de cebador T3 modificado (5-GGAAACAGCTATGAC
CATGATTAC-3’), en un volumen final de 100 pul. Las reacciones de PCR se realizaron,
en placas de 96 pocillos, a 94°C durante 3 min, seguido de 5 ciclos de amplificacion
(94°C durante 30 s, 66°C durante 30 s, 72°C durante 2 min), 30 ciclos mas (94°C
durante 30 s, 60°C durante 30 s, 72°C durante 2 min) e incubadas finalmente a 72°C
durante 10 min. Una alicuota de los productos de PCR se analizé en geles de agarosa
1%, mientras que el resto se purificd utilizando el sistema Multiscreen-PCR 96-well
Filtration System (Millipore) y se resuspendié en agua hasta una concentracion final de
200-400 ng/ul. Los productos de PCR purificados se transfirieron a placas de 384
pocillos (Corning) hasta una concentracion de 100-200 ng/ul en 50% (v/v) DMSO.
Ademas, se incluyeron los controles Lucidea Universal ScoreCard Kit (Amersham
Biosciences) diluidos a 100 ng/pl en 50% (v/v) DMSO para evaluar la precisién de los
datos de expresion obtenidos. Los productos de PCR purificados y los controles se
imprimieron en cristales de vidrio recubiertos con y-aminopropilsilano (UltraGAPS,
25 x 75 mm) (Corning) utilizando un robot de impresién MicroGrid |l (Biorobotics) en un
formato de 48 bloques con 16 x 17 puntos por bloque con una humedad relativa
constante del 45%. Tras la impresion, el DNA se fij6 a los cristales de vidrio
modificados mediante 150 mJ de irradiacion con luz ultravioleta y las micromatrices se

almacenaron en un desecador (Aname).

6. Experimentos de micromatrices de cDNA

Los experimentos con micromatrices de cDNA comienzan con el disefio del
experimento, es decir, la definicion de los objetivos, la seleccion y la obtencion del
material biolégico apropiado para probar la hipétesis de interés a nivel transcripcional y
la decision sobre qué muestras deben hibridarse juntas. La siguiente fase consiste en
la generacion de los datos e incluye la extraccion de RNA, el marcaje con cada uno de
los compuestos fluorescentes, la hibridacién con la micromatriz y la adquisicion y el
analisis de la imagen. El analisis de los datos generados incluye dos etapas: 1) el pre-
procesado y normalizacion de los mismos, y 2) la identificacion de los genes
candidatos y la interpretacion biolégica de los datos obtenidos (Fig. 4). En este

apartado se describe la metodologia seguida en este trabajo en las diferentes etapas.
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Fig. 4. Diagrama de flujo para un experimento tipo de analisis de la expresidén génica
mediante micromatrices de cDNA. La idea subyacente a un experimento de micromatrices de
cDNA es que tras la hibridacion competitiva entre la muestra marcada con el compuesto
fluorescente Cy5 (rojo) y la marcada con Cy3 (verde), las medidas de fluorescencia obtenidas
indican la abundancia relativa de cada transcrito correspondiente a cada sonda de la
micromatriz en ambas muestras.

6.1. Disefio de experimentos

El principal objetivo del disefio de experimentos es que tanto el analisis de los
datos como la interpretacion de los resultados sea lo mas simple y potente posible. La
propiedad principal de los datos generados en un experimento de micromatrices de
cDNA es que son, inherentemente, comparativos. El aspecto mas importante de los
principios de diseio para estos experimentos comparativos es determinar qué
muestras de RNA se marcaran con cada compuesto fluorescente, cuales se hibridaran
juntas en la misma micromatriz y cuantas réplicas se realizaran.

Las cuestiones que nos hemos planteado en estos experimentos han sido,
principalmente, de dos tipos: 1) squé genes cambian su expresién en la condicion x

respecto a la condicion control? y 2) 4 qué genes responden de modo similar en dos o
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mas condiciones cuando se comparan con la condicidon control? Los disefos de

experimentos que se planteraron para abordar este tipo de cuestiones responden al

esquema representado en la Figura 5.

i
l

0
/

Fig. 5. Disefio de experimentos de micromatrices de cDNA. Las diferentes muestras

problema (ej. brotes de un mismo individuo tratados con GA;; circulos rojos pequefios) se
agrupan constituyendo una réplica bioldgica (R1, R2, R3) y se marcan con el compuesto
fluorescente Cy5. El control (Ctl) se genera a partir de diferentes muestras y constituye la
muestra de referencia, que se marca con el compuesto fluorescente Cy3. Cada una de las
réplicas bioldgicas se compara con la referencia mediante la co-hibridacion en la misma
micromatriz. Los datos obtenidos se promedian (rombo azul) para generar una distribucién
(media, desviacion) que permite estimar la variacion bioldgica.

1)

2)

3)

Las caracteristicas del disefio de experimentos utilizado en este trabajo son:

La condicion control (Ctl) se convierte en una referencia de facto con
significado biolégico.

Todas las hibridaciones implican la comparacion de cada una de las diferentes
condiciones estudiadas con la condicién control (Ctl). Se trata, por lo tanto, de
comparaciones directas que generan una varianza inferior a la derivada de un
diseno indirecto (Yang y Speed, 2002).

No se realiz6 marcaje reverso (dye-swap), es decir, hibridaciones por duplicado
asignando los compuestos fluorescentes de forma opuesta en la segunda
hibridacioén. La proporcién de genes afectados por un sesgo en la incorporacién

de los compuestos fluorescentes se ha estimado en un 0.1% (Causton et al,
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2003). Este problema es mas frecuente cuando el marcaje del cDNA se realiza
con el método directo. En todos los experimentos se utilizdé el método indirecto
de marcaje del cDNA (ver apartado 6.2.1) de modo que la proporcion de genes
potencialmente afectados por este problema es baja.

4) En los experimentos de micromatrices de cDNA se realizaron, al menos, tres
réplicas de acuerdo con Lee et al (2000). Las repeticiones se realizaron
partiendo de diferentes muestras bioldgicas (Fig. 5) por lo que se trata de
réplicas biologicas (R1, R2, R3). Este tipo de réplicas implica un mayor grado
de variacion en los resultados obtenidos pero permite generalizar las

conclusiones extraidas del experimento.

6.2. Preparacion de muestras de cDNA marcadas

6.2.1. Marcaje mediante el método indirecto

El marcaje de las muestras de RNA para la hibridaciéon de las micromatrices se
realizd6 mediante el método indirecto. Este método utiliza nucledtidos dUTP
modificados con un grupo aminoalilo [5-(3-aminoalilo)-2-deoxi-UTP, aa-dUTP] que se
incorporan en la cadena de cDNA sintetizada durante la transcripciéon reversa. Por otro
lado, los compuestos fluorescentes Cy3 y Cy5 utilizados contienen un grupo reactivo
N-hidroxi-succinimida (NHS) de modo que el cDNA queda marcado por la reaccion de
estos grupos NHS con los grupos aminoalilo. EI método indirecto que se utilizd es
basicamente el descrito por The Institute for Genomic Research (TIGR;
http://www.arabidopsis.org). La sintesis de cDNA se realizo utilizando 30 ug de RNA
total (ver apartado 2.1.1), tratado 10 min a 70°C para relajar la estructura secundaria, y
400 U de transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen), en presencia de 334 uM
aa-UTP (Sigma), 6 pg oligo(dT)4, 500 uM de dATP, dCTP y dGTP, 166 pM dTTP y 10
MM DTT en un volumen final de 30 ul, durante 3 h a 50°C. Las muestras se incubaron
con 250 yM NaOH y 125 yM EDTA durante 15 min a 65°C y se neutralizaron con 250
MM HCI. La reaccion de cDNA se purific6 en una columna Qiaquick (Qiagen) para
eliminar aa-dUTP no incorporado. EI ¢cDNA modificado con aa-dUTP se seco, se
resuspendié en 10 pyl NaHCO; 100 mM pH 9 y se incub6é 1 h en oscuridad con los
compuestos fluorescentes Cy3 6 Cy5 CyDye NHS-éster (Amersham Biosciences), con
objeto de que los grupos NHS-éster de los compuestos fluorescentes reaccionen
formando enlaces covalentes con los grupos aminoalilo del cDNA modificado. El cDNA
marcado con los compuestos fluorescentes se purificO nuevamente con una columna

Qiaquick (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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6.2.2. Caracterizacion de las propiedades del cDNA marcado

La calidad del cDNA marcado, tanto el tamano de los fragmentos obtenidos
como la eficiencia del marcaje, se estimé mediante electroforesis en geles de agarosa
1% y TAE 1X de una alicuota de cada muestra, utilizando el sistema de electroforesis
BioRad Miniprotean (Bio-Rad Laboratories). Para ello, el cDNA marcado se seco, se
resuspendio en 10 pl de agua y una alicuota (1/10 del total) se cargo junto a 5 ul de
glicerol 15%. Tras la electroforesis, el gel se colocé sobre un portaobjetos de cristal, se
deshidratd y se escaned utilizando el escaner GenePix 4000B y el programa asociado
GenePix 4.1 (Molecular Devices) (Fig. 6A). La cantidad de compuesto fluorescente
incorporado se determind con un espectrofotémetro NanoDrop ND-100 (NanoDrop
Technologies), midiendo la absorbancia de las muestras de cDNA marcadas a las
longitudes de onda de 550 nm y 650 nm, que corresponden con la maxima absorcion

para Cy3 y Cy5, respectivamente (Fig. 6B).
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Fig. 6. Caracterizacion de las propiedades del cDNA marcado. La electroforesis en
geles de agarosa 1% (A) permiti6 estimar la eficiencia del marcaje con los compuestos
fluorescentes Cy3 (carril izquierdo) y Cy5 (carril derecho). La cantidad de cDNA marcado se
determind por espectrofotometria (B), tanto para Cy3 (panel superior) como para Cy5 (panel
inferior).

6.3. Hibridacién de las micromatrices
La hibridacion de las micromatrices se realizé siguiendo los protocolos de

hibridaciéon recomendados para UltraGAPS Coated Slides (Corning), que es el soporte

que se utilizé para la construccion de la micromatriz CIT1 (ver apartado 5).
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6.3.1. Protocolo de hibridacion A

Pre-hibridacion

Las micromatrices se pre-hibridan con el objetivo doble de bloquear la
superficie libre de la micromatriz para minimizar el ruido de fondo y de eliminar las
sondas de DNA mal adheridas para maximizar la sefal de hibridacién. La
pre-hibridacion se realizé en solucion SSC 3X (Sigma), 0.1% SDS (Sigma) y 0.1 mg/ml
BSA durante 60 min a 50°C. Las micromatrices pre-hibridadas se lavaron a
temperatura ambiente durante 15 s en agua y 2 min en isopropanol. Las micromatrices

se secaron por centrifugacion a 1,500 rpm durante 5 min.

Hibridacion

Las micromatrices se hibridaron manualmente utilizando las camaras de
hibridacion Arraylt (Telechem International). Para ello, las muestras de cDNA
marcadas, bien con el compuesto fluorescente Cy3 o bien con Cy5, se secaron por
separado, se resuspendieron en la solucion de hibridacion compuesta por SSC 3X
(Sigma), 0.1% SDS (Sigma) y 0.1 mg/ml DNA de esperma de salmén (Stratagene) en
un volumen final de 80 pl, y se incubaron 1 min a 95°C. Las muestras desnaturalizadas
permanecieron a temperatura ambiente protegidas de la luz directa. Las camaras de
hibridacion se precalentaron a 50°C y se anadiéo 50 ul de agua en cada uno de los
pocillos de la camara y otros 50 pl repartidos en tres puntos en la parte central. En la
camara precalentada se depositd la micromatriz que se cubrié con un cristal LifterSlip
(Erie Scientific). Las muestras se inyectaron desde la parte inferior de la micromatriz
de modo que el espacio de la hibridacién se rellena por capilaridad. Una vez aplicadas
las muestras a las camaras de hibridacion, éstas se cerraron y la hibridacién se realizo

en un bafo de agua a 50°C durante toda la noche en oscuridad.

Lavados

Tras la hibridacion, las micromatrices se lavaron secuencialmente, con
agitacién, en SSC 2X (Sigma), 0.1% SDS (Sigma) a 42°C durante 5 min, en SSC 0.1X,
0.1% SDS durante 10 min a temperatura ambiente, 5 veces en SSC 0.1X durante
1 min a temperatura ambiente, y finalmente en SSC 0.01X durante 10 s. Las

micromatrices se secaron centrifugando a 1,500 rpm durante 5 min.
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6.3.2. Protocolo de hibridacién B

Este protocolo de hibridacion presenta diversas modificaciones respecto al
protocolo A, entre ellas la incorporacién de 50% (v/v) formamida en la solucion de
hibridacion. En la realizacion de este trabajo se ha comprobado que la utilizacién de
este protocolo supone una mejora substancial de la hibridacién, evaluada mediante los
parametros de calidad obtenidos durante el analisis de los datos (ver apartado 6.6.1).
De hecho, las recomendaciones del fabricante de UltraGAPS Coated Slides (Corning)

actualmente solo incorporan este protocolo de hibridacion.

Pre-hibridacion

La pre-hibridacion se realizé en tampon SSC 5X (Sigma), 0.1% SDS (Sigma) y
0.1 mg/ml BSA durante 60 min a 42°C. Las micromatrices pre-hibridadas se lavaron
dos veces en SSC 0.1X a temperatura ambiente durante 5 min y una vez en agua a
temperatura ambiente durante 30 s. Las micromatrices se secaron centrifugando a

1,600 rpm durante 2 min.

Hibridacion

Las micromatrices se hibridaron manualmente utilizando las camaras de
hibridacion Arraylt (Telechem International). Para ello, las muestras de cDNA
marcadas, bien con el compuesto fluorescente Cy3 o bien con Cy5, se resuspendieron
en una solucion de hibridacion fresca que contiene 50% formamida (v/v), SSC 5X
(Sigma), 0.1% SDS (Sigma) y 0.1 mg/ml DNA de esperma de salmén (Stratagene) en
un volumen final de 80 pl, y se incubaron 2 min a 95°C. Las muestras desnaturalizadas
permanecieron a temperatura ambiente protegidas de la luz directa. La hibridacién se
realizé tal como se ha descrito en el protocolo A con la Unica modificacion de que la

temperatura de hibridacion fue de 42°C.

Lavados

Tras la hibridacién, las micromatrices se lavaron secuencialmente, con
agitacién, en SSC 2X (Sigma), 0.1% SDS (Sigma) a 42°C durante 5 min, dos veces en
SSC 0.1X, 0.1% SDS durante 5 min a temperatura ambiente, 5 veces en SSC 0.1X
durante 1 min a temperatura ambiente, y finalmente en SSC 0.01X durante 10 s. Las

micromatrices se secaron por centrifugacién a 1,600 rpm durante 2 min.
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6.4. Adquisicién y analisis de laimagen

El primer paso en el analisis de los datos es el escaneado de |la micromatriz y
la extraccion de los datos de intensidad de las imagenes. En el proceso de adquisicion
y analisis de la imagen hay cuatro pasos basicos: 1) escaneado, 2) reconocimiento de
cada punto o gridding, 3) segmentaciéon y 4) extraccién de la intensidad y calculo del
cociente de expresion.

Las micromatrices se escanearon con un escaner GenePix 4000B (Molecular
Devices) utilizando dos versiones del programa asociado: GenePix 4.1 y GenePix 6.0
(empleado en los experimentos de micromatrices de la ultima parte de este trabajo) y
con unos parametros de excitaciéon a 532 y 635 nm para Cy3 y Cy5, respectivamente,
resolucién de 10 ym y potencia del laser del 100%. Cuando se utilizd el programa
GenePix 4.1, los valores de ganancia del tubo fotomultiplicador (PMT) se ajustaron
manualmente de modo que la intensidad global de la sefial adquirida en cada canal
(Cy3 y Cyb5) fuera similar. Este ajuste se consiguié cuando los histogramas de
distribucion de los pixel (Fig. 7) en cada canal solapan, de modo que el cociente entre
ambos es, aproximadamente, igual a 1. Al mismo tiempo, el nimero de elementos con
pixel saturados se minimizé (unos 10 elementos de los 12,672 contenidos en la
micromatriz CIT1) con el objetivo de maximizar el rango dinamico del escaner. El
programa GenePix 6.0 permite realizar un ajuste automatico de los valores de
ganancia de PMT una vez fijada la proporcion de pixel saturados. En nuestro caso, se

utilizdé un valor de saturacién del 0.04%.
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Fig. 7. Histograma de la distribucion de pixel de cada canal, Cy3 (verde) y Cy5 (rojo).
El ajuste de los histogramas de distribucién de los pixel se consigue cuando éstos solapan.
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El reconocimiento de los puntos o gridding es el proceso computacional que
permite localizar cada punto de la micromatriz en la imagen obtenida. Para ello, un
fichero GAL (GenePix Array List) o gradilla de reconocimiento queda superpuesto a la
imagen. Este fichero se genera durante el proceso de impresion de la micromatriz (ver
apartado 5), esta organizado en bloques y contiene la informacion referente a la
posicion de cada punto, un identificador (ID) Unico para cada punto y la descripcién de
cada ID, entre otros campos. Se realizdé un ajuste general de la gradilla de forma
automatica y un ajuste mas preciso de cada bloque de forma manual que permitio,
adicionalmente, marcar los puntos de mala calidad (intensidad heterogénea,
morfologia aberrante), quedando asi eliminados de posteriores analisis.

La segmentacion es el proceso que permite diferenciar, para cada punto de la
micromatriz, los pixel que forman parte de la sefial verdadera de intensidad
(foreground: F635, F532) de los pixel que constituyen la sefial de fondo (background:
B635, B532). El algoritmo utilizado en el proceso de segmentacion fue el de
segmentacion circular adaptativo de modo que a cada punto de la micromatriz se le
aplicé un circulo de diametro variable que contenia los pixel que forman parte de la
sefal de intensidad. La estimacion de la sefal de fondo se realizé mediante el método
local que utiliza, para cada punto, la intensidad de los pixel que rodean el circulo
establecido en la segmentacion. Tras el proceso de segmentacién, se calcularon dos
valores de intensidad para cada punto de la micromatriz y para cada canal, la
intensidad de la sefal (como la mediana de la intensidad de los pixel que constituyen
la sefal: F635Median y F532Median) y la intensidad del fondo (como la mediana de la
intensidad de los pixel que constituyen el fondo: B635Median, B532Median). La
intensidad neta o corregida de cada punto se obtuvo mediante la sustraccion de la
intensidad del fondo a la intensidad de la sefial en cada canal. Los cocientes de
expresion entre ambos canales se calcularon utilizando las intensidades netas o
corregidas, es decir,

Ratio of Medians = (F635Median — B635Median) / (F532Median — B532Median)

6.5. Pre-procesado y normalizacién de los datos

Los datos extraidos durante el analisis de la imagen deben ser pre-procesados
para excluir los puntos de baja calidad y normalizados para eliminar los errores
sistematicos generados en el proceso. El pre-procesado de los datos consistié en
eliminar todos aquellos puntos de la micromatriz cuya intensidad neta fue menor a dos

veces el valor medio del fondo global de la micromatriz en los dos canales. Es decir,
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Flag = [(F635Mediana — B635Mediana) < 2 x FondoGlobalgss] y
[(F532Mediana — B532Mediana) < 2 x FondoGlobals3;]

Los puntos de la micromatriz que cumplieron la citada condicién quedaron
eliminados para los analisis posteriores. Los cocientes de expresion se transformaron
en logaritmo en base dos (log,), de modo que la interpretacion biolégica de los valores
de expresién es mas sencilla ya que esta transformacion permite comparar, en la
misma escala, los valores de induccién y los de represidn. La normalizacion es el
proceso por el que la variacion sistematica debida a causas no biolégicas se minimiza
y se estandariza (Fig. 8). Este tipo de variacion tiene que ver con factores técnicos
como las diferencias en la cantidad de la muestra marcada o en la incorporacién de los
dos compuestos fluorescentes (Cy3, Cy5), la sensibilidad de los mismos a la luz o al

calor, asi como los parametros del escaneado de ambos canales (Leung y Cavalieri,
2003).
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Fig. 8. Normalizacion global. El panel de la izquierda muestra los diagramas de caja
correspondientes a los datos de expresion, log, (Cy5/Cy3), en las diferentes réplicas de uno de
los experimentos realizados en este trabajo, antes de la normalizacion. El panel de la derecha

muestra los diagramas de caja correspondientes a los mismos datos tras la normalizaciéon
global.

En un experimento de micromatrices cabe esperar que la mayoria de los genes
analizados no cambien su expresion, es decir, que la distribucién de los valores de
expresion, log, (Cy5/Cy3), tenga por media el valor cero. La distribuciéon se centré en
cero mediante una normalizacién lineal global. Asi pues, todos los puntos se
corrigieron por el mismo factor de modo que la forma de la distribucién no varié
(Fig. 8). La normalizacién permite comparar los resultados obtenidos en las diferentes
micromatrices de un experimento. Los valores correspondientes a log, (Cy5/Cy3)
pueden tener una dependencia sistematica segun la intensidad, que se manifiesta

como una desviacion respecto al cero para los valores de baja intensidad (Causton
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et al, 2003). La transformacién de los datos mediante la funcién Lowess (Locally
weighted polynomial regression) ha sido propuesta como un método de normalizacion
para los experimentos con micromatrices que corrige este efecto (Yang et al, 2002).
Los datos de micromatrices obtenidos en este trabajo se normalizaron mediante la

funcién Lowess utilizando el programa Acuity (Molecular Devices) (Fig. 9).

Sin normalizacién Lowess

log,(cy5/cy3)

Con normalizacién Lowess

log,(cy5/cy3)

[l
=

log,(cy5*cy3)

Fig. 9. Normalizacion Lowess. La representacion de los datos de expresion, log,
(Cy5/Cy3), respecto a la suma de las intensidades de ambos canales, log, Cy5 + log, Cy3,
permite observar la desviaciéon de la distribucion respecto a cero a bajas intensidades (panel
superior). Este efecto es minimizado mediante la transformacién Lowess de los datos (panel
inferior).

6.6. Evaluacion de la calidad de los datos obtenidos con micromatrices

6.6.1. Parametros de calidad de GenePix

El programa de analisis de imagenes de micromatrices, GenePix (Molecular
Devices), permite realizar un ‘control de calidad de cada micromatriz’ mediante un
analisis estadistico de los datos y el calculo de diversos parametros que permiten
estimar la calidad de los datos obtenidos en cada micromatriz. En la realizacién de
este trabajo, se observd que los valores obtenidos para los parametros de calidad
varian substancialmente segun el protocolo de hibridacion empleado (Tabla 2). Las
diferencias mas notables se refieren a una reduccion de la sefial de fondo (procedente
de la unién inespecifica de la sonda), especialmente en el canal de Cy3 (532 nm), de
modo que el valor medio del fondo se redujo, al menos, a la mitad utilizando el

protocolo de hibridacion B (ver apartado 6.3.2). Esta reduccion conllevé un aumento
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en la relacién senal-fondo y una reduccion en la proporcion de puntos cuya sefal no
se detecta, es decir, que no superan el criterio establecido en el apartado 6.5. La
mejora en la calidad de los datos obtenidos con el protocolo de hibridaciéon B nos llevo

a utilizar este método en los sucesivos experimentos de micromatrices.

Tabla 2. Control de calidad de los datos obtenidos con micromatrices

Protocolo A
Results

Cy5(635) Cy3(532) Threshold 635 532
Median signal-to-background 10.3 6.5 >10 Pass Fail
Mean of median background 130.054 220.07 <500 Pass Pass
Median signal-to-noise 35.5 17.3 >10 Pass Pass
Feature variation 0.289 0.295 <0.5 Pass Pass
Background variation 0.436 0.508 <0.5 Pass Fail
Features with saturated pixel 1.7 0.63 <1% Fail  Fail
Not Found features 2127/12767 (16.6%) <10% Fail
Bad features 7112767 (0.1%) <7% Pass

Protocolo B
Results

Cy5 (635) Cy3(532) Threshold 635 532
Median signal-to-background 15 15.3 >10 Pass Pass
Mean of median background 60.002 57.448 <500 Pass Pass
Median signal-to-noise 57.3 59.6 >10 Pass Pass
Feature variation 0.298 0.302 <0.5 Pass Pass
Background variation 0.301 0.428 <0.5 Pass Pass
Features with saturated pixel 0.22% 0.06% <1% Pass Pass
Not Found features 1148/12767 (9%) <10% Pass
Bad features 8/12767 (0.1%) <7% Pass

6.6.2. Validacién técnica de la micromatriz CIT1

Los controles Lucidea Universal ScoreCard Kit (Amersham Biosciences),
distribuidos en la micromatriz CIT1 (Tabla 3), permitieron estimar el rango dinamico,

los niveles de sensibilidad y la reproducibilidad intra-array.

Tabla 3. Controles Lucidea distribuidos en la micromatriz CIT1
mRNA en la muestra (pg/ul) Cociente de

Tipo de control Nombre  ID cDNA

Test Referencia expresion
Calibracion Cal2 cYIR02 5000 5000 1:1
Calibracion Cal3 cYIR03 1500 1500 1:1
Calibracion Cal4 cYIR04 500 500 1:1
Calibracion Cal6 cYIR05 50 50 1:1
Calibracion Cal7 cYIRO7 15 15 1:1
Calibracion Cal8 cYIR08 5 5 1:1
Calibracion Cal9 cYIR09 1.5 1.5 1:1
Ratio Ratio1 rYIR1 50 150 1:3 Bajo
Ratio Ratio2 rYIR2 150 50 3:1 Bajo
Ratio Ratio3 rYIR3 500 1500 1:3 Alto
Ratio Ratio4 rYIR4 1500 500 3:1 Alto
Negativo Negativo1 nYIR1 0 0 0
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Estos controles son genes artificiales disefiados a partir de regiones
intergénicas de levadura de tres tipos: 1) controles de calibracion que permiten evaluar
el rango dinamico y la sensibilidad del sistema; 2) controles de ratio que representan
niveles de expresién bajos y altos; y 3) controles negativos que permiten evaluar los
niveles de intensidad correspondientes a hibridacion no especifica. Los datos de
expresion correspondientes a estos genes se obtuvieron afiadiendo en cada reaccion
de marcaje una solucion de mRNA (1 pul) que contiene las secuencias

complementarias a los cDNAs depositados en la micromatriz CIT1.

6.7. Identificacion de los genes expresados diferencialmente

La identificacion de los genes expresados diferencialmente en los experimentos
de micromatrices se realizO mediante dos métodos segun el numero de réplicas
realizadas en cada experimento: 1) el test de la t de Student en experimentos con tres
réplicas biologicas y 2) el analisis SAM (Significance Analisis of Microarrays) (Tusher
et al, 2001), en experimentos de dos clases de mas de tres réplicas biolégicas o en

experimentos de multiples clases con tres réplicas por clase.

6.7.1. Test de lat de Student

Para cada uno de los genes que componen la micromatriz CIT1 se calculé el
estadistico t para comprobar la hipotesis nula ‘no existen diferencias de expresion
entre las condiciones comparadas’ utilizando el programa Acuity (Molecular Devices).
El estadistico t se define como t = Ry/ SEg, siendo Ry la media de los cocientes de
expresion (expresados en logy) de las réplicas y SEg el error estandar. Una vez
calculado el estadistico t para cada uno de los genes, se convirti6 en un valor de
probabilidad p segun la tabla de la distribucion t de Student. Un inconveniente de este
método es el de la estabilidad, es decir, que genes cuyo SE sea, por azar, pequefo
obtendran valores del estadistico t elevados, incluso cuando el valor de Ry sea bajo.
Este método se utilizé6 para identificar los genes expresados diferencialmente en el
analisis del transcriptoma de las plantas transgénicas que sobre-expresan el gen
CcGA200x1.

6.7.2. Andlisis SAM

El analisis SAM constituye una version modificada del test de la t de Student en

el que se afade una constante en el denominador de modo que el estadistico se
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define como s = Ry / ¢ + SEg, siendo c la constante. La adicion de dicha constante
reduce el problema de la estabilidad anteriormente sefalado. En este método el
estadistico s se convierte en un valor g mediante un analisis de permutaciones (Tusher
et al, 2001) lo que exige un numero suficiente de réplicas, al menos cuatro en el caso
de comparaciones de dos clases. Este método se utilizd para identificar los genes
expresados diferencialmente en el resto de los andlisis transcriptémicos realizados en

este trabajo.
6.7.3. El problema de las pruebas multiples

Cada vez que se realiza un test estadistico se pueden cometer dos tipos de
errores. El error de tipo I, o falso positivo, ocurre cuando se declara un gen como
diferencialmente expresado cuando en realidad su expresion no es diferencial. El error
de tipo I, o falso negativo, sucede cuando un gen que verdaderamente se expresa
diferencialmente no se declara como tal. En un experimento de micromatrices se
llevan a cabo miles de pruebas estadisticas (una por cada gen) con lo que se pueden
acumular un numero elevado de falsos positivos. Este problema se conoce como el
problema de las pruebas multiples. La correccion del valor p obtenido en el test t se
realiz6 mediante el método de FDR (Benjamini y Hochberg, 1995) utilizando el
programa Acuity (Molecular Devices). El FDR se define como la proporcion esperada
de falsos positivos entre los genes identificados como diferencialmente expresados. El
valor g obtenido con el analisis SAM constituye una estimacién del FDR. Asi pues, se
consideraron genes expresados diferencialmente aquéllos con un FDR inferior al 5%.
Adicionalmente, se aplicé un limite en el valor de cambio de expresion de al menos

1.6 veces ( | log, (Cy5/Cy3) |> 0.678) de modo que el analisis fue mas estricto.
6.8. Andlisis de agrupamiento y analisis funcional de los datos

El analisis de agrupamiento jerarquico de los diferentes tejidos de citricos, en
funcidn de los perfiles de expresion génica, se realizdé en Acuity (Molecular Devices)
con el método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean)
utilizando los parametros de ligamiento completo y correlacion de Pearson centrada
aplicados a los valores de expresibn normalizados con la funcién Lowess y
expresados en logs.

El conjunto de los unigenes expresados diferencialmente, identificados en cada
uno de los experimentos de micromatrices realizados en este trabajo, se analizo

funcionalmente para facilitar la interpretacion biolégica de los resultados obtenidos. El
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procedimiento seguido fue similar al descrito en el apartado 4.3.2. Para cada unigen
de citricos expresado diferencialmente se obtuvo el cédigo AGI correspondiente al gen
de Arabidopsis mas similar y, a través de dicho cddigo, la anotacion funcional del
MIPS mediante la herramienta FunCat (Ruepp et al, 2004) y las categorias GO con el
programa FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004). Ademas, el programa FatiGO se utilizé en
los analisis de enriquecimiento funcional, comparando cada subconjunto de genes
expresado diferencialmente con el conjunto de los genes representado en la
micromatriz CIT1. El analisis de las rutas metabdlicas representadas en el subconjunto
de los unigenes expresado diferencialmente se realizd, asimismo a través del codigo
AGI correspondiente al gen de Arabidopsis mas similar. Estos cédigos se utilizaron
para obtener las rutas metabdlicas en las que participa cada gen, se extrajeron los
coédigos AGI de otros genes implicados en cada ruta metabdlica identificada y se
comprobd si dichos genes estan incluidos en la micromatriz CIT1 y si se encuentran

expresados diferencialmente.

7. Anédlisis de expresion de mRNA

7.1. Andlisis Northern

7.1.1. Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante

Las muestras de RNA total (10-20 pg), en un volumen de 4 pl de agua tratada
con DEPC, se mezclaron con 10 ul de formamida desionizada, 3.5 pl de formaldehido
37%, 1 yl de tampon MOPS 20X (0.4 M MOPS pH 7, 0.16 M NaAc, 20 mM EDTA),
1 pl glicerol 80% y 0.3 pl de una solucion saturada de azul de bromofenol. La mezcla
se incubd 10 min a 65°C y se enfrié en hielo. Las muestras se cargaron en un gel
desnaturalizante de agarosa al 1.5% que contenia tampén MOPS 1X, formaldehido
1.2% y 10 ug de BrEt, por cada 100 ml de gel preparado. La electroforesis se realiz6 a
un voltaje constante de 90 V, en tampén MOPS 1X, hasta que el azul de bromofenol

recorrio aproximadamente % del gel.

7.1.2. Transferencia de RNA a membranas de nylon

El gel se lavé durante 30 min en solucion SSC 20X (3 M NaCl, 0.3 M citrato
sédico). Sobre el gel se colocé un fragmento de membrana de nylon neutra
(Hybond-N, Amersham Biosciences) del tamano del gel y, sobre ella, cuatro papeles

Whatmann 3MM, una capa de unos 5 cm de papel absorbente y un ligero peso. La
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transferencia por capilaridad se llevé a cabo durante toda la noche. Al finalizar, el RNA
se fij6 a la membrana mediante irradiacion con luz ultravioleta en un UV Stratalinker
1800 (Stratagene).

7.1.3. Obtencion de las sondas de DNA

Las sondas de DNA se obtuvieron mediante reacciones de PCR a partir de
4 ng de DNA plasmidico utilizando 5 U de polimerasa Expand High Fidelity (Roche
Applied Science), 200 uM dNTPs, 400 nM de cebador T7 modificado (5-CGACTCACT
ATAGGGCGAATTGG-3’) y 400 nM de cebador T3 modificado (5-GGAAACAGCTAT
GACCATGATTAC-3), en un volumen final de 100 pl. Las condiciones de las
reacciones de PCR fueron de 94°C durante 3 min, seguido de 5 ciclos de amplificacion
(94°C durante 30 s, 66°C durante 30 s, 72°C durante 2 min), 30 ciclos mas (94°C
durante 30 s, 60°C durante 30 s, 72°C durante 2 min) e incubadas a 72°C durante
10 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa 1%, obteniéndose
bandas Unicas del tamano esperado, se purificaron utilizando el sistema QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen) y se resuspendieron en agua hasta una concentracion
final de 200 ng/pl.

7.1.4. Hibridaciéon con sondas radiactivas

El marcaje de las sondas de DNA con el isétopo radiactivo se realizé utilizando
el sistema Ready-To-Go DNA Labelling Beads (-dCTP) (Amersham Biosciences),
basado en el método de anillamiento de cebadores al azar. Alicuotas de 50 ng de DNA
se diluyeron en 45 pl de agua estéril y se incubaron a 95°C durante 3 min para su
desnaturalizacion. La solucibn de DNA se afadié al tubo que contenia los
componentes liofilizados necesarios para la sintesis de la sonda, al que también se
afiadié 5 pl de [a**P] dCTP 10 uCi/ul (Amersham Biosciences) y se incubé a 37°C
durante 1 h. El DNA marcado se purifico mediante cromatografia de exclusion
molecular en Sephadex G-50 (Amersham Biosciences). La sonda purificada se incub6
a 95°C durante 3 min antes de afiadirla a la solucion de hibridacion.

Las membranas se pre-hibridaron a 42°C durante 30 min con tampén de
hibridacién (0.25 M Na,HPO,/ Na,PO4 pH 7.2, 7% SDS, 1 mM EDTA, 8% PEG 6000,
0.2 M NaCl, 30% formamida) y se hibridaron a 42°C durante una noche con el tampon
de hibridacion conteniendo la sonda marcada y desnaturalizada. Tras la hibridacion,
las membranas se lavaron secuencialmente durante 15 min en SSC 3X, 0.5% SDS a
42°C y a 55°C, y en SSC 1X, 0.1% SDS a 42°C y a 55°C. A continuacion se lavaron
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durante 5-10 min en SSC 1X, 0.1% SDS a 60°C y a 65°C, respectivamente. Las
membranas se expusieron a auto-radiografia con peliculas Hyperfiim (Amersham
Biosciences) a -80°C en presencia de pantallas intensificadoras. Las peliculas se

revelaron en un procesador automatico M35 X-Omat (Kodak).

7.2. RT-PCR semicuantitativa

La sintesis de la primera cadena de cDNA se realiz6 utilizando el sistema First
Strand cDNA synthesis kit (Amersham Biosciences). EI RNA total tratado con DNasa
(3 pg) (ver apartado 2.1.2) se llevé a 8 yl con agua tratada con DEPC, y se incub6 a
65°C durante 10 min. Este RNA desnaturalizado se transfirié a otro tubo con 5 ul de la
solucion que contiene la transcriptasa reversa, 1 pyl de DTT y 1 pl de oligonucledétido
Not 1-d(T)s como cebador. La mezcla se incub6 a 37°C durante 1 h. Alicuotas (1 pl)
del heteroduplex RNA-DNA resultante se emplearon como molde en las reacciones
posteriores de PCR, en presencia de 2.6 U de polimerasa Expand High Fidelity (Roche
Applied Sciences), 200 pM dNTPs y 0.6 pM de cada cebador especifico (Tabla 4), en
un volumen final de 50 pl. El nimero de ciclos en el que se produce la amplificacion
exponencial se determind, para cada gen de citricos, realizando las reacciones de
PCR a 20, 23, 26 y 29 ciclos (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencia de los cebadores especificos utilizados en el analisis de RT-PCR
semicuantitativa

Unigen de Secuencia de N° ciclos Tamafo
citricos los cebadores especificos PCR esperado (pb)
aCL8Contigd S 5-GGAGGACAGGACAAGATTGGA 21 400

R 5-ACATTCATGGCCACATCTCAA

S 5-GGCAGCCGACAAATCAGTAG
aCL172Contig2 o 5 TTGGGAACCCAGACAATGTG 21 250

S 5'-CATGATTGTGCAAGAGCAAGAG
R 5-CTAAAGCGTGTATTGGCAGCTT

. SE5-CGACCGGCTACTTTTCTTGA
aCL3307Contig ¢ 5 T GGGCACATCATCCACATAG 20 450

. S 5-CGGCCTCAAGTCTTCTTCTG
aCl43Contigd ¢ 5 CTGCACTTGACGCTTGTTGT 20 450

. SB5-ATTGTTGCTGCTGCTGCTTT
aCL960Contig ¢ & GCAACCGACCTTCCTTTTTC 26 400

. S5-CAGCCATCTCTCATCGGAAT
aCLS63Contigh ¢ 5 CCTGTGGACAATGGATGGAC 21 350

S, cebador sentido; R, cebador reverso

aCL48Contig1 21 250

Los parametos de las reacciones de PCR fueron de 94°C durante 3 min,
seguido de un numero variable de ciclos (dependiendo de cada gen, Tabla 4) de 94°C
durante 30, 60°C durante 45 s y 72°C durante 45 sy, finalmente, 72°C durante 10 min.

Alicuotas de los productos de PCR (20 ul) se separaron por electroforesis en geles de
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agarosa al 1%, TAE 1X y 0.5 ug/ml BrEt. La cuantificacién de los productos de PCR se
realizo sobre la imagen del gel utilizando el programa GeneSnap (SynGene). El unigen
de citricos aCL563Contig1 que codifica una actina (CX289161) se utilizé como control

interno.

8. Medidas de fotosintesis

La tasa neta de fotosintesis (PN, pmol CO,m?s™') se midi6 en hojas
completamente expandidas de la brotacion de otofio, seleccionadas al azar, de las
plantas transgénicas de citrange Carrizo que sobre-expresan el gen CcGA20ox1 y de
las plantas control, utilizando un medidor portati de fotosintesis CIRAS-2
(PP Systems). La tasa neta de fotosintesis se midié a una radiacion fotosintética activa
(PAR) de 600, 800 y 1000 umol-m?-s™". El flujo de aire a través de la camara fue de
195 ml/min y la temperatura del aire se mantuvo entre 25-27°C en todas las medidas
realizadas. En estas mismas condiciones se midié6 la conductancia estomatica
(Gs, mmol'-m?s™) y la transpiracién (E, mmol-m?-s™). El analisis estadistico de los
datos de PN, G; y E se realizé utilizando el paquete estadistico SPSS (Norusis, 1993),
mediante el analisis de la varianza (ANOVA) para determinar el efecto del genotipo y

las interacciones entre el genotipo y el aporte de PAR.
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Anadlisis funcional de ESTs de citricos

1. GENES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO VEGETATIVO EN CITRICOS

1.1. Obtencion de una genoteca de tejidos vegetativos

El desarrollo vegetativo determina la forma y el comportamiento fisiolégico
general de la planta, de modo que tiene una influencia decisiva en la cantidad y
calidad de la produccion de fruta, asi como en las practicas culturales. Con objeto de
obtener informacién sobre los genes implicados en el desarrollo vegetativo en citricos
se construyd una genoteca de cDNA, denominada Veg1, tal como se ha descrito en
Materiales y Métodos, a partir de los siguientes tejidos vegetativos de la variedad
mandarina Clemenules (Citrus clementina Hort. Ex Tan.) injertada sobre el patron
mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. Ex Tan.): brotes jévenes tratados con GAs,
brotes jévenes tratados con paclobutrazol y hojas y entrenudos procedentes de brotes
jovenes sin tratar. Las titulaciones de las genotecas primaria y amplificada fueron de
2.3 x 10° y 1.0 x 10" pfu/ml, respectivamente. El analisis por PCR de 1,152 clones
procedentes de la genoteca amplificada Veg1 permitié estimar que la longitud media
de los fragmentos de cDNA fue de 1,400 pb (Tabla Suplementaria Ill). En la
distribucion por tamafo de los insertos (Fig. 10) se observé que la longitud de la mayor
parte de los mismos (63%) superd las 1,000 pb. El rango de tamafios observado, entre
500 y 4,000 pb, se corresponde con la distribucién esperada para la mayoria de los
mRNAs (Sambrook et al, 1989).

400 4
Tamano medio

350 1 inserto: 1.4 kb
300 4

250 4
200 1
150 1
100 1

Henm

0 - .
0-05 051 115 152 225 253 34 >4

N2 clones

Tamaiio de inserto (kb)

Fig. 10. Distribucién por tamanos de los insertos de la genoteca Veg1.

Una genoteca de cDNA constituye una herramienta util en gendmica funcional
pues permite identificar y caracterizar genes relevantes de un organismo. En este
trabajo se ha construido una genoteca de cDNA a partir de diversos tejidos vegetativos

de Citrus clementina. Segun la férmula de Clarke-Carbon, una genoteca de cDNA
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debe contener tedricamente al menos 3.3 x 10° clones independientes para poder
aislar un clon derivado de mRNA de baja abundancia con un 99% de probabilidad
(Sambrook et al, 1989). Debido al limitado volumen y a la insuficiente estabilidad de
las genotecas primarias es necesario amplificar la genoteca. La capacidad obtenida,
tanto de la genoteca primaria como de la amplificada, 2.3 x 10° pfu/ml y
1.0 x 10" pfu/ml, respectivamente, cumple los requerimientos para aislar un clon de
cDNA derivado de mRNA de baja abundancia. El tamafio medio de los transcritos de
plantas es de 1,500 pb (Alexandrov et al, 2006). Los resultados muestran que la mayor
parte de los insertos de la genoteca Veg1 tiene un tamafio superior a 1,000 pb, con un
tamafo medio de 1,400 pb. La genoteca Veg1 constituye pues una buena herramienta
para posteriores analisis como la secuenciacion masiva de ESTs (expressed sequence
tags, o secuencias parciales de cDNA aisladas al azar a partir de una poblacién de
transcritos), el aislamiento de genes completos y el analisis de perfiles de expresion

geénica.

1.2. Coleccion de ESTs: secuenciacién y agrupamiento

La generacion de ESTs es una aproximacion eficiente para identificar el
conjunto de genes que se expresa en un organismo (por ejemplo, da Silva et al, 2005;
Newcomb et al, 2006; Terol et al, 2007). Con la finalidad de identificar genes
expresados durante el desarrollo vegetativo en citricos se generd una coleccién de
ESTs a partir de la genoteca amplificada de cDNA procedente de tejidos vegetativos
de Citrus clementina. Un total de 1,824 clones independientes de cDNA se aislaron al
azar a partir de la genoteca Veg1 y se secuenciaron desde el extremo 5. Tras el
pre-procesado de las secuencias, 1,689 ESTs de alta-calidad que, adicionalmente,
superaron 100 pb de longitud, se utilizaron para posteriores analisis (Tabla 5, Tabla
Suplementaria IV). La longitud de dichas ESTs, comprendida entre 101 y 810 bases,
con una longitud media de 542 bases, fue relativamente superior a los valores
obtenidos en otros proyectos de secuenciacion de ESTs como el de Populus con 470
pb (Sterky et al, 2004) o el de manzano con 468 pb (Newcomb et al, 2006). La
distribucion por tamafos de las ESTs mostrd que la mayoria de ellas (82%) tenian una
longitud igual o superior a 400 bases (Tabla Suplementaria 1V).

El numero combinado de contigs y singletons que resulta de un proceso
computacional de agrupamiento o ensamblaje de ESTs constituye una estimacion del
numero de genes unicos de un organismo de modo que a medida que el numero de
ESTs crece, el numero de genes unicos debera ser redefinido. Los 1,824 clones de la

genoteca Veg1 fueron agrupados inicialmente en 703 contigs y 719 singletons cuando
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la coleccidon de ESTs de citricos del CFGP contaba con 22,635 ESTs (Forment et al,
2005). Dado que la coleccion de ESTs de citricos del CFGP ha crecido
considerablemente, en la actualidad contiene 85,965 ESTs agrupadas en 27,551
unigenes (11,844 contigs y 15,707 singletons), los resultados de este trabajo han sido
redefinidos dado que consideramos que, pese al esfuerzo adicional que ello conlleva,
suponen una mejor estimacion del numero de genes Unicos. Asi pues, las ESTs
procedentes de la genoteca Veg1 se ensamblaron junto con el conjunto total de ESTs
obtenidas en el CFGP (85,965 ESTs) de modo que del total de 1,689 ESTs de
alta-calidad, 1,262 ESTs quedaron agrupadas en 971 contigs o conjuntos de
secuencias formados por dos o mas ESTs, mientras que las restantes 427 ESTs se
clasificaron como singletons, pues no mostraron similitud con ninguna otra secuencia

de la coleccién (Tabla 5, Tabla Suplementaria V).

Tabla 5. Resumen de la coleccién de ESTs de la genoteca Vegl

Resultados de la secuenciaciéon

Numero de clones de cDNA aislados 1,824
Numero de clones de cDNA secuenciados 1,771
Numero de ESTs de alta-calidad 1,689
Longitud media de las ESTs 542 bases
Resultados del agrupamiento

Numero de ESTs ensambladas 1,689
Numero de contigs 971
Numero de singletons 427
Numero de unigenes 1,398
Redundancia 17%
Unigenes Unicos 439
Novedad 31%

La redundancia se ha estimado como [1- (Unigenes/ESTs) x 100]
y la novedad como [Unigenes Unicos/Unigenes) x 100]

La generacion de una coleccion de ESTs constituye un método relativamente
rapido y potente para la identificacion de genes, para la confirmacion de las regiones
codificantes en secuencias gendmicas, para el estudio de relaciones filogenéticas,
para la estimacion de los niveles de expresién de los genes de los que proceden y
para el desarrollo de micromatrices de cDNA (Alba et al, 2004). Sin embargo, una
coleccién de ESTs presenta ciertas limitaciones. Una de ellas es la generacién de
ESTs redundantes derivadas de los transcritos mas comunes, lo que puede reducir la
eficiencia de esta aproximacién. Las 1,689 ESTs obtenidas de la genoteca Veg1
representaron 1,398 unigenes o posibles transcritos uUnicos (971 contigs y
427 singletons) de modo que la redundancia de esta genoteca fue del 17%.
Adicionalmente, la genoteca Veg1 aporté un total de 439 unigenes unicos a la

coleccion del CFGP (valor obtenido afiadiendo al nimero de singletons el numero de
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contigs formados sélo por ESTs de la genoteca Veg1) lo que supone una novedad del
31%. Este valor es una estimacion de la capacidad de la genoteca para aportar
nuevos genes a la coleccion. El bajo nivel de redundancia obtenido, junto al porcentaje
relativamente elevado de novedad, indican que el potencial de esta genoteca para
aislar genes de citricos no ha sido agotado en este trabajo, de modo que la genoteca
Veg1 puede secuenciarse con mas profundidad permitiendo la identificacion de

nuevos genes de Citrus clementina.

1.3. Anotacién funcional de los unigenes

Muchos de los unigenes pueden ser asignados a una funciéon en base a la
similitud de secuencia con proteinas o genes, bien con una funciéon demostrada o bien
con posibles funciones basadas asimismo en la similitud de secuencia con otros genes
conocidos. La asignacion de una posible funcion a cada uno de los unigenes obtenidos
a partir de la genoteca Veg1 se realizé comparando la secuencia consenso de cada
unigen, mediante BLAST (Altschul et al, 1997), con las bases de datos de proteinas:
TAIR pep y UniRef90 pep. Ademas se identificaron los motivos funcionales mediante
una busqueda HMMER utilizando la base de datos Pfam (ver Materiales y Métodos).
En la Tabla 6 se muestra el nUmero de unigenes con secuencias similares en las
diferentes bases de datos segun los distintos niveles de significatividad (valores E)
considerados. La comparacién con el conjunto completo de proteinas de Arabidopsis
(TAIR pep) permitié asignar una posible funcién (basado en un valor E <107) al
83.1% (1162) de los unigenes (Tabla 6, Anejo ). Los resultados de las busquedas por
similitud de secuencia obtenidos en cada base de datos consultada, se recogen, para

cada unigen de la genoteca Veg1, en la Tabla Suplementaria V.

Tabla 6. NUumero de unigenes con secuencias similares en las tres bases de datos
consultadas a diferentes valores E

NP° total de unigenes con secuencia similar Sin secuencia
Base de Datos =5 50 50 700 .
E <10 E <10 E<10 E <10 similar
TAIR pep 1,162 1,044 722 321 236
UniRef90 pep 1,184 1,061 743 339 214
Pfam 619 510 281 281 779

El analisis de los resultados obtenidos en la base de datos UniRef90pep nos
permiti6 estimar que de los 1,398 unigenes de la genoteca Veg1, un 72.5%
(1,013 unigenes) presenta una similitud de secuencia significativa (valor E <10™°) con

proteinas cuya funcién es conocida, un 12.2% (171 unigenes) con proteinas de funcién
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desconocida y un 15.3% (214 unigenes) no tiene similitud de secuencia con ninguna

proteina de la base de datos utilizada (Fig. 11, Tabla Suplementaria V).

214 unigenes
15.3%

171 unigenes
12.2%

1013 unigenes
72.5%

Funcién conocida
= Funcién desconocida

m Sin similitud

Fig. 11. Clasificacion funcional general de los unigenes procedentes de la genoteca de
cDNA de tejidos vegetativos segun los resultados obtenidos en la base de datos UniRef90 pep.

Este ultimo grupo probablemente incluye genes especificos de citricos, aunque
también puede incluir secuencias no codificantes (UTRs), secuencias contaminantes
de DNA o artefactos. La proporcion de genes especificos de citricos se estimoé
comparando las secuencias de estos 214 unigenes, mediante BLASTX, con la base de
datos PlantTA (Childs et al, 2007; http://plantta.tigr.org), excluyendo de ella los datos
procedentes de los géneros Citrus y Poncirus. Los resultados de este analisis (Tabla
Suplementaria V) indican que, de los 1,398 unigenes obtenidos de Veg1, 172 (12.3%)
no muestran similitud significativa con ninguna secuencia de plantas, por lo que

podrian ser considerados especificos de citricos.

1.4. Ontologias génicas enriquecidas en Vegl

El principal objetivo de un experimento de escala gendmica es obtener una
interpretacion funcional de los datos de modo que sea posible relacionar dicha
informacion con la hipotesis que origind el experimento. La anotacion funcional de los
genes permite estructurarlos segun su funcion. En este trabajo se utilizaron dos
fuentes de informacion funcional para la anotacion de los unigenes de citricos
procedentes de la genoteca Veg1: la Ontologia Génica (GO; Ashburner et al, 2000)
organizada en tres categorias generales (‘proceso bioldgico’, ‘funcion molecular y
‘componente celular’) y el Catalogo Funcional (FunCat; Ruepp et al, 2004) del MIPS
(Munich Information Centre for Protein Sequences; http://mips.gsf.de). En primer lugar,
para cada unigen de citricos de la genoteca Vegl se obtuvo el cddigo AGI
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000) del gen de Arabidopsis mas similar (Anejo I).

Posteriormente, a cada uno de estos genes (1,162 unigenes) se le asigné una
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categoria funcional MIPS utilizando la herramienta FunCat y las ontologias génicas
mediante el programa FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004). De este modo, un total de
981 unigenes fueron adscritos a una o mas categorias funcionales segun FunCat
(Tabla Suplementaria VI). En el caso de la anotacién funcional segun GO,
598 unigenes se anotaron con una o mas ontologias en la componente ‘proceso
biolégico’ (Tabla Suplementaria VI), 644 unigenes en ‘funcién molecular vy
718 unigenes en ‘componente celular. En la Tabla 7 se muestra un resumen de la
anotacion funcional de los unigenes de Veg1 siguiendo el Catalogo Funcional del
MIPS. La categoria que presenté un mayor nimero de unigenes fue la de ‘localizacion
subcelular’ (23%), seguida de ‘proteinas con funcion de union’ (14.77%), ‘metabolismo’
(10.38%), ‘procesado de proteinas’ (7.61%), ‘transporte celular’ (5.60%) e ‘interaccion

con el ambiente’ (4.70%).

Tabla 7. Clasificacién funcional segin FunCat de los unigenes de Vegl

CATEGORIA FUNCIONAL e C'”“f/
0

01 Metabolismo 232 10.38%
02 Energia 48 2.15%
04 Proteinas de Reserva 2 0.09%
10 Ciclo Celular y Procesamiento del ADN 48 2.15%
11 Transcripcién 76 3.40%
12 Sintesis de Proteinas 48 2.15%
14 Procesado de Proteinas (plegamiento, modificacion, destino) 170 7.61%
16 Proteinas con Funcion de Union o Necesidad de Cofactores 330 14.77%
18 Regulacién del Metabolismo 30 1.34%
20 Transporte Celular 125 5.60%
30 Comunicacion Celular - Transduccion de Senal 53 237%
32 Defensa 98 4.39%
34 Interaccion con el Ambiente 105 4.70%
36 Interaccion Sistémica con el Ambiente 39 1.75%
38 Elementos transponibles, Proteinas Virales y Plasmidicas 1 0.04%
40 Procesado Celular 21 0.94%
41 Desarrollo (Sistémico) 37 1.66%
42 Biogénesis de Componentes Celulares 57 2.55%
43 Diferenciacion de Tipos Celulares 7 031%
45 Diferenciacién de Tejidos 3 0.13%
47 Diferenciacion de Organos 7 031%
70 Localizacion Subcelular 514 23.01%
73 Localizacion Celular 1 0.04%
75 Localizacién Tisular 1 0.04%
99 Proteinas sin Clasificacion 181 8.10%

El andlisis de la informacién funcional disponible para los genes analizados
constituye un paso necesario, pero no suficiente, para la interpretacién funcional de un
experimento a escala gendmica. De hecho, un error conceptual tipico consiste en
asignar importancia a las funciones mas abundantes (Dopazo y Al-Shahrour, 2007). Es
decir, los grupos funcionales mas abundantes en el conjunto de los unigenes

procedentes de la genoteca Veg1 pueden ser simplemente aquéllos mas abundantes
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de modo general en la planta. Con objeto de caracterizar la coleccion de unigenes
obtenida en relacién al desarrollo vegetativo, se realizé un analisis de enriquecimiento
funcional mediante el cual se compardé el conjunto de unigenes obtenidos de la
genoteca Veg1 con el genoma completo de Arabidopsis. La cuestién subyacente a
este analisis es: ;jexiste alguna funcion representada por una proporcion de genes
significativamente mayor en el subconjunto de unigenes procedentes de tejidos
vegetativos de lo que cabria esperar en el genoma completo de Arabidopsis?. La
herramienta FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004) permite encontrar términos GO
significativamente sobre-representados en un conjunto de genes respecto a un grupo
de referencia. Los resultados obtenidos para la ontologia ‘proceso biolégico’ se

recogen en la Figura 12 y en la Tabla Suplementaria VII.

biological process

[

cellular process metabolic process response to stimulus

| /\

cellular component, carbon response
organization, biogenesis utilization to stress
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Fig. 12. Ontologias génicas de la componente ‘proceso biolégico’ sobre-representadas
en el conjunto de unigenes de la genoteca Veg1. La escala de color muestra el nivel de
significatividad, considerando ontologias enriquecidas aquéllas cuyo valor p corregido es
inferior a 0.05.
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El conjunto de unigenes de citricos generados a partir de la genoteca Veg1
mostré una sobre-representacion significativa (valor p corregido < 0.05) de aquellos
unigenes pertenecientes a las ontologias génicas no redundantes de ‘transporte
fotosintético de electrones en el fotosistema I’, ‘utilizacién de carbono por fijacién de
CO.’, ‘proteinas dirigidas al cloroplasto’, ‘catabolismo del peréxido de hidrégeno’,
‘respuesta a temperatura’ y ‘respuesta a ultravioleta’ (Fig. 12, Tabla Suplementaria
VII). Las dos primeras ontologias estan relacionadas con una de las funciones
fisiologicas clave del desarrollo vegetativo, la fotosintesis, de modo que se analizaron
en detalle y los resultados obtenidos se presentan en los siguientes apartados.

Durante la fotosintesis se producen y se destruyen distintas especies reactivas
del oxigeno de un modo controlado que contribuye a la regulacion del transporte de
electrones (Noctor y Foyer, 1998). La sobre-representacion de unigenes relacionados
con el ‘catabolismo del peréxido de hidrégeno’ en la genoteca Veg1 como catalasa,
que convierte el perdxido de hidrogeno en oxigeno y agua, y monodehidroascorbato
reductasa, que regenera ascorbato, indica la importancia de los sistemas de defensa
frente a las especies de oxigeno reactivo en los tejidos fotosintéticos. Las ontologias
génicas sobre-representadas de ‘respuesta a temperatura’ y ‘respuesta a UV’ estan
relacionadas con dos de los estimulos ambientales mas relevantes para el desarrollo
vegetativo, la temperatura y la luz (Fig. 12, Tabla Suplementaria VII). La genoteca
Veg1 se construy6 a partir de tejidos vegetativos procedentes de la brotacién de otofio
de arboles adultos de campo (apartado 1.1 de Materiales y Métodos). Es posible que
la sobre-representacion de dichas ontologias génicas esté relacionada con las
condiciones climaticas. Los organismos fotosintéticos se aclimatan a las condiciones
de luz del ambiente previniendo los posibles dafios del exceso de irradiacion lo que

resulta coherente con la sobre-representacion de la ontologia de ‘respuesta a UV'.

1.4.1. Fotosintesis

La fotosintesis oxigénica es el principal proceso por el que la luz solar se
convierte en energia quimica y esta catalizado por cuatro complejos multi-proteicos de
membrana (Fig. 13): fotosistema | (PSI), fotosistema Il (PSIl), citocromo b/f y ATP
sintasa. La fotosintesis oxigénica requiere la actividad del PSIl para la ruptura del
agua. Los electrones generados en esta oxidacién son transferidos a plastoquinona
(PQ), unida al PSII, que se reduce a plastoquinol (PQH;) en la membrana tilacoidal. El
complejo citocromo b/f oxida el plastoquinol y reduce la plastocianina (PC) en el lumen

tilacoidal. El PSI oxida la PC y reduce la ferredoxina (Fd) en el estroma. La reduccién
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del NADP* por la ferredoxina esta catalizada por la enzima ferredoxina-NADP*
reductasa (FNR). Durante este transporte de electrones del agua al NADP*, se
produce la transferencia de protones del estroma al lumen en varios puntos: 1) la
oxidacién del agua libera H* en el lumen, 2) la reduccion de PQ por el complejo
citocromo b/f estd acompanada por una translocacion de protones del estroma al
lumen. Este gradiente de protones al lumen es utilizado por ATP sintasa para generar
ATP (Scheller et al, 2005).

= Fijacién de carbono en | #————————— ~
FOTOSINTESIS organismos fotosintéticos ATP

» Fotosistema Il

Esn'oma

Membrana

tilacoidal I
7wl
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Complejo
citocromo b/f

Fotosistema [1 Complejo citocromo b/f
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Fig. 13. Esquema del transporte de electrones en las membranas tilacoidales
mostrando los cuatro complejos de membrana: fotosistema | y I, complejo citocromo b/f y ATP
sintasa. En la parte inferior se indican las subunidades que forman cada uno de los complejos
en plantas superiores; en gris las subunidades codificadas por genes cloroplasticos, en color
las codificadas por genes nucleares, verde cuando se aislaron unigenes a partir de la genoteca
Veg1 y naranja cuando se identificaron unigenes solo de otras genotecas del CFGP.

Los cuatro componentes de la cadena de transporte electronico estan
constituidos por multiples subunidades que, en plantas superiores, estan codificadas
por genes cloroplasticos y por genes nucleares (Fig. 13). A partir del conjunto de ESTs
del CFGP se obtuvieron los unigenes que codifican cada una de estas subunidades en
citricos. Ademas, se identificaron los unigenes de citricos que codifican ferredoxina-
NADP" reductasa (FNR), ferredoxina (Fd) y plastocianina (PC), proteinas implicadas
en el transporte de electrones (Tabla 8, Tabla Suplementaria VIIl). En la genoteca
Veg1, preparada a partir de tejidos vegetativos (hojas y entrenudos procedentes de

brotes vegetativos en desarrollo) se identificaron 45 ESTs (2.7%) que corresponden a
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la mayoria de los genes que codifican proteinas implicadas en la cadena de transporte

electronico (Tabla 8).

Tabla 8. Unigenes de citricos que codifican las subunidades proteicas de los
componentes de la cadena de transporte electrénico
N°ESTsresto N°ESTs Enriquecimiento

Proteina CEGP (%) Veg (%) en Veg? Significatividad
Fotosistema ll
PsbO 35 (0.42) 6 (3.55) 9 >0.999
PsbP 22(0.20)  5(2.96) 15 >0.999
PsbQ 15 (0.18) -
PsbR 17 (0.20)  3(1.78) 9 >0.99
PsbS 13 (0.15) -
PsbT 10(0.12)  2(1.18) 10 >0.95
Psbw 20 (0.24) -
PsbX 9(0.11) 5 (2.96) 28 >0.999
PsbY 12 (0.14) -
Fotosistema |
PsaD 13(0.15)  2(1.18) 8 >0.95
PsaE 8 (0.09) 1(0.59)
PsaF 24 (0.28) 2(1.18) 4 >0.95
PsaG 7(0.08)  4(2.37) 29 >0.999
PsaH 3(0.04) 6(3.55) 100 >0.999
PsaK 7 (0.08) -
Psal 7 (0.08) 1(0.59)
PsaN 6(0.07)  2(1.18) 12 >0.99
PsaO 6(0.07)  1(0.59)
Complejo citocromo b/f
PetC 12 (0.14) 1 (0.59)
PetM 68 (0.81) -
ATP sintasa
AtpA 1(0.01) -
AtpD 11 (0.13) -
AtpG 3(0.04) 1 (0.59) 17 >0.95
Transporte fotosintético de electrones
PetH (FNR) 8 (0.09) 1 (0.59)
PetF (Fd) 32(0.38) -
PetE (Pc) 16 (0.19)  2(1.18) 6 >0.95

La coleccion de ESTs del CFGP se ha generado a partir de 52 genotecas de
cDNA que cubren un amplio rango de tejidos, estadios de desarrollo y condiciones de
estrés biotico y abiotico. Sin embargo, los datos de expresion obtenidos como la
frecuencia de ESTs asignada a los genes que codifican proteinas de los complejos
estudiados indican una expresion diferencial en los tejidos vegetativos (Tabla 8), lo

que es consistente con su importancia en el transporte fotosintético de electrones.

1.4.2. Fotosintesis: proteinas de la antena

Las proteinas Lhc (light-harvesting chlorophyll a/b binding) participan en la

maximizacion y regulacién de la captacion de luz en los fotosistemas. Seis de las
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proteinas Lhc (Lhcb1 a 6) estan asociadas con el fotosistema Il y las seis restantes
(Lhca1 a 6) forman parte del fotosistema | (Fig. 14). Recientemente, se ha sugerido la
existencia de un gen que codifica una nueva proteina Lhc (Lhcb7) (Klimmek et al,
2006).
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Fig. 14. Proteinas Lhc en citricos. En cajas verdes se indican los tipos de proteinas Lhc
para los que se aislaron unigenes a partir de la genoteca Veg1, y en cajas naranjas los tipos de
proteinas Lhc para los que se identificaron unigenes solo de otras genotecas del CFGP.

En la coleccion de ESTs generada a partir de la genoteca Veg1 se identificaron
unigenes correspondientes a Lhcb1, -2, 4, -5 y -6 y Lhca2, -3 y -4 (Fig. 14).
Adicionalmente, utilizando las ESTs de citricos depositadas en la base de datos del
CFGP (http://bicinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) se extrajeron todas las
secuencias significativamente similares a los genes Lhc de Arabidopsis, de modo que
en el conjunto de ESTs de citricos del CFGP se encontraron representados los
12 tipos diferentes de proteinas Lhc: Lhcb1 a 6 y Lhca 1 a 6 (Fig. 14, Tabla
Suplementaria 1X). En cuanto a Lhcb7, en la coleccién de ESTs del CFGP, se
identificaron tres ESTs de citricos que corresponden a este gen. El alineamiento de la
secuencia de aminoacidos deducida de Lhcb7 de Arabidopsis, arroz, chopo y Citrus
(Fig. 15) mostré que la secuencia de citricos tiene conservados los motivos Lhc
conocidos, incluyendo el motivo especifico Lhcb7 y el motivo de trimerizacion presente
en Lchb1, Lchb2 y Lheb3 (Klimmek et al, 2006). La existencia de Lhcb7 no ha sido

demostrada a nivel de proteina, pero el hecho de que el gen Lchb7 se transcribe y, por
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tanto, esta representado por ESTs de diferentes especies, entre ellas, citricos, y que

se encuentra conservado (Fig. 15) indica que codifica una proteina funcional.

ory MPPPLLLRLRSPAPP--AAVAAG---—-—-—————-— SLSRRRRRRRAGLAP--VRASWQELAGVLVE SAVEF 55
pop MSLPVAVVHPHASFS--ASSSSFFAHQRVPRILLSKSRSNSSNSTSLPASICEKASWQELAGVVIFEFSATPE 68
ara MALFQEKLSSLSSSY--SSIHSLPR-————--—-— ILVSKPRNRIAVTKSRSICRASWOQELAGVLVF SATPF 60

cit MALIQFQAHATEDWLSWSCCSSWSGGCSLREKMLALKPSRENLLLEPKS SLVCKASWOQELAGYLVE SATPF 70

motivo-lheb7

ory TAVKALANSPLGARLCRRLDDRKAAAAAEADALRSAARQARTASSWYGDERPRWLGPVPYEYPAHLTGEY 125
pop TAVEATANSPLGESLQRRLEERKKLAVQQSSKFKALAQKARKESFWYGEERPRWLGPISYQYPTYLSGEL 138
ara TAVEATANSSIGVSLRRRLEEKKKEAVENSSRFKSKAQEARNDSKWYGKERPRWEGPIPYDYPPYLTGEL 130
eit TAVEATIANS PLGELLOQNRMLETKKAALQDS SKFKALARQARNE SLWYGEERPRWLGPIPYDYPSYLTGEL 140

motivo de
trimerizacién

ory PGDY|GFDIAGLGRDPVAFANYFNFEI LHCRWAMLAALGYYWVPELLDLF GVVHFVE FVWWKVGYAKLQGDT 195
pop PGDY|GF DVAGLAEDPVAFQRYFNFEI LHARWAMLAALGALI PEVLDLSGAFHFIE EVWWRVGK SKLKGDT 208
ara PGDY|GFDIAGLGKDRLTFDKYFNFEILHARWAMLAALGALI PEVEDLTGTFHFAE BVWWRVGK SKLQGET 200
Gt PGDY|GFDVAGLSKDPMAF QKYFNFEI LHARWAMLGALGALYVPEVLDMVGAFHLVE HVWWRVGYE SKLQGET 210

car B ad ab5 al car

ory LDYLGIPGFRIAGGQGVIVIAICQALLMVGEEYARYCGIEALEPLGLYLPGDINYPGGALFDPLGLSKDE 265
pop LDYLGIPGLHFAGGQGVLVIAFCQATLMVGPEYARYCGIEALEPLGIYLPGDINY PGGILEDPLNLSKDE 278
ara LEYLGIPGLHVAGSQGVIVIAT C.'QVLLMVGE’EYP.RYCGI EALEPLGIYLPGDINYPGGTLFDPLNLSEDF 270
cit  LDYLGIPGLHLAGSQGVIVIATCQALL-———= === === e o oo 237

@ bé b5 b5

ory VAFEDLEVEEIKNGRLAMVAWLGFYIQAAVTGKGPIQNLVEHLSDPLHNNILSSFV-- 321
pop VSFEELEKVEEIKNGRLAMVAWLGEYIQAALTGKGEPVENLVEHISDPLHNNLFSTLKLYV 336
ara VAFEDLEVEEI KENGRLAMVAWLGE Y AQAAF TGKGPVONLYDHYVSDPLHNNLIAMLQT- 327

A al aZ a4 a3 D b3

Fig. 15. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de Lchb7 de
Arabidopsis (ara), chopo (pop), arroz (ory) y Citrus (cit) en las que se indican las hélices
transmembrana (A-D), los sitios de unién de carotenoides (car), ligandos de clorofila (letras en
negrita), el motivo especifico Lhcb7 y el motivo de trimerizacién (de acuerdo con Klimmek et al,
2006).

Un total de 390 ESTs de citricos correspondieron a genes que codifican los 12
tipos diferentes de proteinas Lhc, siendo Lhcb1 la mas representada (136 ESTs). Los
datos de expresion calculados segun la frecuencia de ESTs asignada a los genes que
codifican las 13 proteinas Lhc (Tabla 9) permitieron distinguir dos grupos. El primero
contiene los genes que codifican proteinas Lhc abundantes: Lhcal a 4 y Lhcb1 a 6
(excepto Lhcb3 para la que solo se obtuvieron 4 ESTs). Una caracteristica interesante
de este grupo es que la mayoria de sus miembros (todos salvo Lhcb3 y Lhca1l)
aparecieron significativamente sobre-representados en la genoteca generada a partir
de brotes vegetativos en desarrollo (Tabla 9; Tabla Suplementaria 1X). El segundo
grupo incluye los genes que codifican proteinas Lhc poco abundantes: Lhca5 (1 EST),
Lhca6 (1 EST) y Lhcb7 (3 ESTs). Una caracteristica comun de estos genes fue su

ausencia de expresion en brotes jovenes (Tabla 9). Este patron de expresion coincide
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con el descrito en chopo (Klimmek et al, 2006) y parece indicar una regulacién distinta

de los dos grupos de genes Lhc.

Tabla 9. Unigenes de citricos que codifican proteinas Lhc
N° ESTs resto N° ESTs Enriquecimiento

Proteina CFGP (%) Veg (%) en Veg? Significatividad
Lhcb1 123 (1.46) 13 (7.70) 5 >0.999
Lhcb2 49 (0.58) 3(1.78) 3 >0.95
Lhcb3 4 (0.05) -

Lhcb4 49 (0.58) 1(0.59)

Lhcb5 39 (0.46) 5(2.96) 6 >0.999
Lhcb6 12 (0.14) 2(1.18) 8 >0.99
Lhcb7 3(0.04) -

Lhca1 17 (0.20) -

Lhca2 26 (0.31) 3(1.78) 6 >0.99
Lhca3 26 (0.31) 3(1.78) 6 >0.99
Lhca4 6 (0.07) 4 (2.37) 33 >0.999
Lhca5 1(0.01) -

Lhca6 1(0.01) -

Los resultados obtenidos muestran que los complejos de captacion de luz
(antena) de Citrus contienen los mismos tipos de proteinas que los de Arabidopsis y
Populus. Ademas, los datos de expresion de los genes Lhc en Citrus son similares a
los obtenidos en estas especies, mostrando que los genes Lhca5, Lhca6 y Lhcb7
presentan un patron de expresion diferente al de los genes que codifican las proteinas
Lhc abundantes. Es de interés sefalar que las 5 ESTs de citricos que corresponden a
los genes Lhcab, Lhca6 y Lhcb7 proceden de genotecas preparadas a partir de hojas
procedentes de plantas sometidas a diferentes condiciones de estrés: salino, hidrico,
deficiencia férrica e infeccién por el virus de la tristeza de los citricos. Aunque estos
datos de expresion no permiten obtener una conclusion sobre la funcién especifica de
las proteinas codificadas, sugieren una posible funcidon de las mismas en condiciones

de estrés.

1.4.3. Fijacion de carbono

Los citricos pertenecen al grupo de plantas C; de modo que la fijacion
fotosintética de carbono se produce a través del ciclo de Calvin (Spiegel-Roy y
Goldschmidt, 1996). A partir del conjunto de ESTs del CFGP se obtuvieron los
unigenes que codifican cada una de las enzimas del ciclo de Calvin en citricos. Un
total de 529 ESTs de citricos correspondieron a genes que codifican enzimas del ciclo
de Calvin, siendo fructosa-bifosfato aldolasa la mas representada (157 ESTs) (Tabla

10). En la genoteca Veg1 se identificaron 28 ESTs (1.6%) relacionadas con el ciclo de
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Calvin. Sin embargo, RuBisCO (18 ESTs) y gliceraldehido-3-P deshidroganasa

(5 ESTs) fueron las mas abundantes en este caso (Tabla 10).

Tabla 10. Unigenes de citricos que codifican las enzimas del ciclo de Calvin

N° Total N° ESTs Enriquecimiento

Enzima EC ESTs (%) Veq? (%o) en Veg! Significatividad
RuBisCO 41139 69(0.80) 18(10.66) 13 >0.999
Fosfoglicerato kinasa 2723 50 (0.58) 1(0.59) 1
Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa 1.2.1.13 32 (0.37) 5 (2.96) 8 >0.999
Triosa fosfato isomerasa 5.3.1.1 69 (0.80) -
Fructosa-bifosfato aldolasa 4.1.213 156 (1.81) 1 (0.59)
Fructosa-1,6-bifosfatasa 3.1.3.11 16 (0.19) 1(0.59) 3
Transquetolasa 2211 25 (0.29) -
Sedoheptulosa-1,7-bifosfatasa 3.1.3.37 2(0.02) -
Ribosa 5-fosfato isomerasa 5.3.1.6 50 (0.58) 1(0.59) 1
Ribulosa-fosfato 3-epimerasa 5.1.3.1 11 (0.13) -
Fosforibuloguinasa 27119 21(0.24) 1 (0.59) 2

La sobre-representacién de ESTs (13 veces) correspondientes con RuBisCO
observada en la genoteca Veg1 refleja el papel crucial que desempeia esta enzima en

la bioquimica de los tejidos vegetativos.

2. GENES IMPLICADOS EN EL METABOLISMO DE ISOPRENOIDES Y
FLAVONOIDES EN CITRICOS

Los citricos constituyen una fuente importante de metabolitos derivados de
isoprenoides, como carotenoides, limonoides y mono- y sesquiterpenos. Por otro lado,
los citricos acumulan grandes cantidades de flavonoides, tanto en los frutos como en
las hojas que, ademas de ser responsables del aroma, son un componente importante
de la dieta por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas y
supresoras de mutagénesis (Manthey et al, 2001). En los ultimos afos, se han
caracterizado algunos de los genes que participan en el metabolismo de isoprenoides
y flavonoides en citricos como los de biosintesis de carotenoides (Kato et al, 2004) o
algunos genes que codifican monoterpeno (Licker et al, 2002) o sesquiterpeno
sintasas (Sharon-Asa et al, 2003). A pesar de ello, la mayor parte de las rutas de
biosintesis de metabolitos derivados de isoprenoides todavia no se han estudiado en
citricos. En este trabajo se han identificado los genes potencialmente implicados en
estas rutas en citricos, combinando busquedas de similitud y motivos de secuencia
con el conocimiento sobre el metabolismo de isoprenoides y flavonoides en otras
especies. Los resultados obtenidos aportan un mayor conocimiento del metabolismo
de isoprenoides y flavonoides en citricos y mejoran substancialmente la anotacion

génica disponible actualmente. La identificacibn de estos genes constituye,
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adicionalmente, una herramienta de base con la que abordar la fisiologia, la
bioquimica y la regulacién genética del metabolismo de isoprenoides y flavonoides en

citricos.

2.1. Biosintesis de isoprenoides

2.1.1. Biosintesis de isopentenil difosfato y dimetilalil difosfato

Todos los isoprenoides derivan de un precursor comun de cinco carbonos (C5),
isopentenil difosfato (IPP), y de su isémero dimetilalil difosfato (DMAPP). Las plantas
sintetizan estas unidades C5 mediante dos rutas localizadas en diferentes
compartimentos celulares (Fig. 16). En el citosol, la ruta del mevalonato (MVA)
produce IPP y DMAPP mientras que en los plastidios se sintetiza IPP y DMAPP por
una via independiente de la del MVA llamada ruta del metileritritol fosfato (MEP)

(Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002).

7 N N
CITOPLASMA MITOCONDRIA / G3P + piruvato | PLASTIDIO
[ ¢ DXS \
ubiquinonas .
acetil-CoA i DXR
AACT § FPP eF
acetoacetil-CoA
Ruta del HMGS X2 T CD?—N?I?S Ruta del
MVA HMQ oA FPS T M
HMGR IPP<¢- 9 DMAPP CDP-MEP
MVA 1 +fucs:
MvK_MtP MEfPP :
HDS
PMK vy HMBPP
MVPP HDR
PMD y ~

citoquininas 4— DMAPP €4— IPP

IPP #4——» DMAPP — isopreno
|

y IDI
e D 1> 6Ps
x3
GGPP %2 GPP
renilacién GGPS
pde proteinas " FPS monoterpenos
v giberelinas 4——GGPP— clorofilas

dolicol ¢—— FPP—p» poliprenoles

sesquiterpenos

fitosteroles — brasinosteroides

carotenoides tocoferoles

AB?‘: filoquinonas plastoquinonas

Fig. 16. Biosintesis de IPP y DMAPP en las células vegetales mediante la ruta

citosolica del MVA vy la ruta plastidial del MEP. Ademas, se sefialan los metabolitos derivados
de la ruta del MVA, cuya sintesis se produce en el citosol, y los derivados del MEP que se
sintetizan, al menos en parte, en el plastidio. Las cajas representan los pasos para los que se
identificaron los unigenes correspondientes en el conjunto de ESTs del CFGP (en naranja) o
para los que se encontro algun representante procedente de la genoteca Veg1 (en verde).
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Biosintesis de IPP y DMAPP en los plastidios: ruta del MEP

Las enzimas responsables de la biosintesis de IPP y DMAPP a través de la
ruta del MEP estan localizadas en los plastidios (Fig. 16). En el primer paso, 1-deoxi-
D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS, EC 2.2.1.7) convierte piruvato y gliceraldehido-
3-fosfato en 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP). La coleccién de ESTs del CFGP
contiene 5 unigenes con secuencias significativamente similares al gen DXS (Tabla
11, Tabla Suplementaria X). En el siguiente paso, DXP reductoisomerasa (DXR, EC
1.1.1.267; 7 unigenes en citricos) cataliza la formacion de metileritritol 4-fosfato (MEP)
a partir de DXP. El MEP se convierte en IPP y DMAPP en pasos consecutivos
catalizados por 4-difosfocitidil metileritritol sintasa (CMS, EC 2.7.7.60; 1 unigen),
4-difosfocitidil metileritritol kinasa (CMK, EC 2.7.1.148; 1 unigen), metileritritol 2,4-
ciclodifosfato sintasa (MCS, EC 4.6.1.12; 3 unigenes), hidroximetilbutenil 4-difosfato
sintasa (HDS, EC 1.17.4.3; 3 unigenes) vy, finalmente, hidroximetilbutenil 4-difosfato
reductasa (HDR, EC 1.17.1.2; 7 unigenes). En el conjunto de ESTs del CFGP fue
posible identificar, por primera vez en citricos, los unigenes que posiblemente codifican

cada una de las enzimas de la ruta del MEP (Tabla 11; Tabla Suplementaria X).

Tabla 11. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de IPP y DMAPP

. . . N° total
Enzimas EC Contigs Singletons ESTs
Ruta del metileritritol fosfato
1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) 2217 2 3 31
1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR) 1.1.1.267 2 5 32
4-difosfocitidil metileritritol sintasa (CMS) 2.7.7.60 0 1 1
4-difosfocitidil metileritritol kinasa (CMK) 2.7.1.148 1 0 2
Metileritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa (MCS) 46.1.12 2 1 14
Hidroximetilbutenil 4-difosfato sintasa (HDS) 1.17.4.3 2 1 31
Hidroximetilbutenil 4-difosfato reductasa (HDR) 1.17.1.2 5 2 54
Isopentenil difosfato d-isomerasa (IDI) 5.3.3.2 2 0 34
Ruta del mevalonato
Acetoacetil-CoA tiolasa (AACT) 2.3.1.9 3 6 19
Hidroximetilglutaril-CoA sintasa (HMGS) 2.3.3.10 3 3 28
Hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGR) 1.1.1.34 3 0 13
Mevalonato kinasa (MVK) 2.7.1.36 2 1 6
Fosfomevalonato kinasa (PMK) 27.4.2 0 1 1
Mevalonato difosfato decarboxilasa (PMD) 4.1.1.33 1 0 6

Las ESTs mas abundantes fueron las correspondientes a los genes que
codifican HDR e IDI (1%o0 de las ESTs de la coleccion) seguidos por DXR, DXS y HDS
(1.1%o0) (Tabla 11). Estas ESTs aparecieron ampliamente distribuidas en la coleccion
de ESTs del CFGP (generada a partir diferentes tejidos y estadios de desarrollo), lo

que sugiere que dichos genes se expresan en toda la planta. En la genoteca Veg1 se
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identificaron ESTs correspondientes a los genes que codifican DXS, DXR, HDR e IDI
(Fig. 16) lo que indica la importancia de esta ruta en tejidos vegetativos.

La mayor parte del trabajo sobre la caracterizacién de las enzimas de la ruta
del MEP se ha llevado a cabo en Escherichia coli. Esta ruta constituye un buen
ejemplo de como, usando informacién de secuencia, la bioinformatica y la genémica
comparada han hecho posible identificar de un modo relativamente rapido y simple los
genes potencialmente implicados en una ruta metabdlica en diferentes organismos
(Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). La diferencia mas obvia entre las enzimas
de la ruta del MEP de plantas y E. coli es la presencia de extensiones N-terminales de
secuencia y longitud variable en las primeras que funcionan como péptidos sefal de
plastidios (Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). El analisis de la posible
localizacion subcelular (ver Materiales y Métodos) de las secuencias de aminoacidos
deducidas de los unigenes de citricos que integran la ruta del MEP mostré que todas
las secuencias que contienen la region codificante N-terminal completa presentan un
péptido sefial de plastidio (Tabla 12, Tabla Suplementaria Xl), lo que es consistente

con su probable funcion en la biosintesis plastidial de isoprenoides.

Tabla 12. Unigenes de citricos implicados en la ruta MEP

Proteina Unigen de Gen de Arabidopsis  N-terminal Longitud
Citricos mas similar completa (cTP)
DXS  aCL303Contig1 At4g15560 Si 716 (36)
DXR  aCL315Contig1 At5g62790 Si 473 (50)
CMS  aC34104E04EF_c At2g02500 No -
CMK  aCL7203Contig1 At2g26930 No -
MCS  aCL1267Contig1 At1g63970 Si 237 (55)
HDS  aCL234Contig1 At5g60600 Si 741 (48)
HDR  aCL2Contig14 At4g34350 Si 464 (38)
IDI aCL72Contig2 At3g02780 Si 303 (51)

La longitud de la secuencia de aminoacidos deducida de los unigenes de
citricos asi como la longitud del posible péptido sefal de plastidio (cTP) se
indica en numero de aminoacidos.

La enzima IPP isomerasa (IDI, EC 5.3.3.2; 2 unigenes) cataliza la conversion
reversible de IPP a DMAPP. Esta enzima se ha localizado en plantas tanto en el
citosol como en los plastidios (Rodriguez-Concepcién y Boronat, 2002); pero, el
analisis de las secuencias de los genes de plantas que codifican IDI no permite
establecer los dos grupos diferentes de secuencias correspondientes a enzimas
citosdlicas y plastidiales. Se ha propuesto que un sitio alternativo de iniciacion de la
traduccion podria generar enzimas citosdlicas a partir de los mismos genes que
codifican las plastidiales (Cunningham y Gantt, 2000). El unigen de citricos
aCL72Contig2 presentd una elevada similitud de secuencia con IPP isomerasa

(Fig. 17) y su secuencia deducida de aminoacidos mostrd, en su regiéon N-terminal, un
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posible péptido senal de plastidio (Tabla 12, Fig. 17). En la Figura 17 se sefalan
ademas dos posibles sitios alternativos al anterior para la traduccién, de modo que las
proteinas de citricos obtenidas a partir de estas dos metioninas mostraron una
localizacion subcelular citosélica (ver Materiales y Métodos, Tabla Suplementaria Xl)

de acuerdo con la hipétesis de Cunningham y Gantt (2000).

L'lp
Sl TNHNE

AT3G02780
AT3G16440 A
aCL72Contig2 | 38

AT3G02780 [
AT5G16440 B
aCL72Contig2 2

AT3G02780
AT5G16440
aCL72Contig2

AT3G02780
AT5G16440
aCL72Contig2

Fig. 17. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoacidos de IDI de
Arabidopsis (At3g02780, At5g16440) y de Citrus (aCL72Contig2). El alineamiento se cre6 con
ClustalX 1.83 y se edité en GeneDoc. La caja de la zona N-terminal sefala el posible péptido
sefal de plastidio y las metioninas marcadas constituyen posibles sitios alternativos para la
traduccion.

Biosintesis de IPP y DMAPP en el citosol: ruta del MVA

En el citosol se produce IPP a partir de acetil-CoA mediante la ruta del
mevalonato (MVA). El IPP derivado de esta ruta puede ser transportado a la
mitocondria para producir isoprenoides mitocondriales (Fig. 16). Todas las enzimas
implicadas en la ruta del MVA se encontraron representadas en la coleccion de ESTs
de citricos del CFGP (Tabla 11, Tabla Suplementaria X). Los primeros pasos de la ruta
conducen a MVA e incluyen las enzimas acetoacetil-CoA tiolasa (AACT, EC 2.3.1.9;
9 unigenes), hidroximetilglutaril-CoA sintasa (HMGS, EC 2.3.3.10; 6 unigenes) e
hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGR, EC 1.1.1.34; 3 unigenes). Dos
fosforilaciones sucesivas catalizadas por mevalonato kinasa (MVK, EC 2.7.1.36;
3 unigenes) y fosfomevalonato kinasa (PMK, EC 2.7.4.2; 1 unigen) convierten el
mevalonato en mevalonato 5-difosfato (MVPP). Finalmente, mevalonato difosfato
descarboxilasa (PMD, EC 4.1.1.33; 1 unigen) cataliza la descarboxilacion del MVPP
para formar IPP (Fig. 16). Para cada unigen de citricos potencialmente implicado en la
ruta del MVA se realizé la prediccion de la localizacién subcelular de su secuencia
deducida de aminoacidos (ver Materiales y Métodos, Tabla Suplementaria Xl). Este
analisis permitié asignar una localizacién citosdlica, coherente con su participaciéon en
la ruta del MVA, para AACT, HMGS, HMGR y MVK. Las secuencias de citricos
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correspondientes a PMK y PMD no contenian la regién N-terminal completa por lo que
no fue posible la prediccidon de su localizacion subcelular (Tabla Suplementaria XI).

Los resultados descritos muestran que las dos rutas de sintesis de IPP y
DMAPP estan completamente representadas por ESTs de citricos y, que para la
mayor parte de las enzimas implicadas en estas rutas se ha obtenido un cierto grado
de redundancia, tanto en términos de ESTs (expresion) como en el nimero de contigs
y singletons (Tabla 11). Esta redundancia sugiere que algunas de las enzimas de

biosintesis de IPP y DMAPP estan codificadas por familias génicas en citricos.

2.1.2. Prenildifosfatos: precursores de los distintos tipos de terpenoides

El DMAPP constituye la unidad inicial para las reacciones de condensacion
secuenciales, catalizadas por preniltransferasas, que permiten la sintesis de una serie
de prenildifosfatos, intermediarios en la sintesis de numerosos isoprenoides (Fig. 18).
La adicién de una molécula de IPP a DMAPP conduce a la formacion de geranil
difosfato (GPP), reaccion catalizada por la enzima geranil difosfato sintasa (GPS,
EC 2.5.1.1; 12 unigenes). La adiciéon de una segunda molécula de IPP al GPP
conduce a la formacion de farnesil difosfato (FPP), reaccion catalizada por farnesil
difosfato sintasa (FPS, EC 2.5.1.10; 3 unigenes). La elongacion de DMAPP con un
total de tres moléculas de IPP forma geranilgeranil difosfato (GGPP) por la accién de
la geranilgeranil difosfato sintasa (GGPS, EC 2.5.1.29; 8 unigenes). Los
prenildifosfatos GPP, FPP y GGPP son intermediarios en la sintesis de monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15) y diterpenos (C20), respectivamente. La condensacion de
dos moléculas de FPP da lugar a escualeno (C30), reaccion catalizada por escualeno
sintasa (EC 2.5.1.21; 1 unigen). La sintesis de triterpenos (C30) como fitosteroles
(incluidos los brasinosteroides) y limonoides, deriva de escualeno (Fig. 18). Los
tetraterpenos (C40) como carotenoides y ABA se producen a partir de fitoeno, que se
sintetiza en dos pasos consecutivos catalizados por fitoeno sintasa (EC 2.5.1.32;
4 unigenes) a partir de GGPP. En el conjunto de ESTs del CFGP fue posible identificar

los unigenes de citricos correspondientes a todas estas preniltransferasas (Tabla 13).

Tabla 13. Unigenes de citricos que codifican preniltransferasas

N° total Localizacion

Enzima EC Contigs Singletons ESTs  subcelular
Geranil difosfato sintasa (GPS) 2511 6 6 20 P
Farnesil difosfato sintasa (FPS) 2.5.1.10 1 2 4 C
Geranilgeranil difosfato sintasa (GGPS) 2.5.1.29 7 1 50 P
Escualeno sintasa (SQS) 2.51.21 0 1 1 -
Fitoeno sintasa (PYS) 2.5.1.32 2 2 7 P

Abreviaturas: P, plastidial; C, citoplasmatica; —, region N-terminal incompleta
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los distintos tipos de terpenoides en citricos. Las cajas

Fig. 18. Biosintesis de
representan los pasos para los que se identificaron los candidatos correspondientes en el

conjunto de ESTs del CFGP (en naranja) o para los que se encontré algun representante

procedente de la genoteca Veg1 (en verde).
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Un total de 4 ESTs procedentes de la genoteca Veg1 mostraron similitud de
secuencia con GGPS, mientras que para el resto de preniltransferasas no se
identificaron ESTs en Veg1 (Tabla Suplementaria X). La prediccién de la localizacién
subcelular de la secuencia deducida de aminoacidos de los unigenes de citricos
identificados como preniltransferasas permitié asignar, tal como cabia esperar, una
localizacion plastidial para GPS, GGPS y PYS, y citosodlica para FPS (Tabla 13, Tabla
Suplementaria Xl). Las enzimas GPS, GGPS y FPS actuan en los puntos en los que el
metabolismo de isoprenoides se ramifica (Fig. 18) por lo que pueden tener un papel
clave en el control del flujo de IPP hacia la sintesis de diferentes familias de
terpenoides (Licker et al, 2007). En este sentido se ha demostrado que una reduccién
en la expresion de GPS en Arabidopsis y en tomate provoca enanismo en las plantas
debido a un descenso en el contenido de giberelinas, mientras que los niveles de
carotenoides y clorofila no se alteran (van Schie et al, 2007). Por otro lado, la sobre-
expresion de PYS en tomate provoca un aumento del contenido de carotenoides en el
fruto y un descenso en el contenido de clorofila (Fraser et al, 2007). Estos trabajos
muestran que la modificacion de la expresiébn de los genes que codifican
preniltransferasas en plantas constituye una importante herramienta biotecnoldgica
para la obtencidon de ciertos caracteres de interés como una altura reducida de la
planta o el aumento en el contenido de carotenoides del fruto.

Ademas, se identificaron los unigenes de citricos relacionados con la
biosintesis de diferentes tipos de terpenoides (Tabla 14, Fig. 18). La enzima
estrictosidina sintasa (EC 4.3.3.2) estad implicada en la biosintesis de alcaloides
derivados de terpenoides catalizando la condensacion de triptamina y del
monoterpeno secologanina para dar lugar al alcaloide estrictosidina (Ma et al, 2006).
Un total de 34 ESTs de citricos (dos de Veg1), agrupadas en 14 unigenes, presentaron
secuencias similares a estrictosidina sintasa (Tabla 14, Tabla Suplementaria X). La
enzima dehidrodolicol difosfato sintasa (EC 2.5.1.31) cataliza la sintesis de
dehidrodolicol difosfato, prenildifosfato de cadena larga precursor de dolicol difosfato,
implicado en la glucosilacion de las proteinas (Cunillera et al, 2000). En citricos se
identificaron 18 ESTs (una de ellas procedente de Veg1), agrupadas en dos unigenes,
similares a dehidrodolicol difosfato sintasa (Tabla 14, Tabla Suplementaria X). El
solanesil difosfato es el precursor de las cadenas laterales de plastoquinona (implicada
en el transporte fotosintético de electrones) y ubiquinona (implicada en las reacciones
respiratorias mitocondriales). En Arabidopsis, la formacion del politerpeno solanesil
difosfato (C45), tanto a partir de GGPP como de FPP, esta catalizada por la enzima
solanesil difosfato sintasa (Hirooka et al, 2003). Dos ESTs de citricos mostraron

secuencias similares a solanesil difosfato sintasa (Tabla 14, Tabla Suplementaria X).
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La prenilacion de proteinas es una modificacién post-traduccional que implica la union
covalente del grupo prenilo del FPP o del GGPP a las proteinas diana y que tiene un
papel importante en rutas de transduccién de sefal y de trafico intracelular (Crowell,
2000). La transferencia del grupo prenilo esta catalizada por las enzimas
farnesiltransferasas (EC 2.5.1.58) y geranilgeraniltransferasas | (EC 2.5.1.59) y
Il (EC 2.5.1.60). En la coleccién de ESTs generada en el CFGP se identificaron un
total de 35 ESTs cuya secuencia es similar a este grupo de transferasas (Tabla 14,

Tabla Suplementaria X).

Tabla 14. Unigenes de citricos implicados en la biosintesis de diversos terpenoides

. . . N° total
Enzima EC Contigs Singletons ESTs

Terpenoides derivados de GPP

Monoterpeno sintasas Apartado 2.1.3

Estrictosidina sintasa 4.3.3.2 6 8 34
Terpenoides derivados de FPP

Dehidrodolicol difosfato sintasa 2.5.1.31 1 1 18

Sesquiterpeno sintasas Apartado 2.1.3

Biosintesis de esteroles Anejo Il

Biosintesis de brasinosteroides Apartado 2.1.4

Biosintesis de limonoides Apartado 2.1.4
Terpenoides derivados de FPP y GGPP

Solanesil difosfato sintasa 25.1.- 1 0 2

Biosintesis de plastoquinona Anegjo Il

Biosintesis de ubiquinona Anejo Il

Farnesiltransferasas 2.5.1.58 3 0 11

Geranilgeraniltransferasas | 2.5.1.59 1 0 2

Geranilgeraniltransferasas |l 2.5.1.60 3 1 22
Terpenoides derivados de GGPP

Biosintesis de tocoferol Anejo Il

Biosintesis de carotenoides Anejo Il

Metabolismo de acido abscisico Anejo Il

Metabolismo de giberelinas Apartado 2.1.5

En el Anejo Il se representan las rutas de biosintesis de tocoferol, biosintesis
de carotenoides, metabolismo de acido abscisico y biosintesis de plastoquinona y de
ubiquinona, asi como los unigenes identificados en este trabajo que codifican las
enzimas que catalizan cada uno de los pasos de estas rutas en citricos. Los resultados
muestran que casi todos los pasos de estas rutas estan representados por ESTs de
citricos y que, en general, el numero de unigenes de citricos que corresponde a
enzimas implicadas en estas rutas es elevado. La posible presencia de familias
génicas que codifican enzimas del metabolismo de isoprenoides facilita,
probablemente, una ajustada regulacion de la expresion de isoenzimas especificas en
ciertos tejidos, estadios de desarrollo y/o condiciones ambientales. Es posible que la
secuenciacion adicional de ESTs de citricos permita agrupar algunos singletons en

contigs, reduciendo asi el tamano del conjunto de unigenes obtenido en el CFGP v,
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por tanto, una parte de la redundancia génica observada en las rutas del metabolismo
de isoprenoides. Sin embargo, recientemente se ha estudiado con detalle la ruta de
biosintesis de lignina en citricos y los resultados muestran que algunas enzimas estan
codificadas por un mayor numero de genes en citricos que en Arabidopsis (Terol et al,
2007). Estos resultados apoyan la existencia de una ‘expansion’ de los genes

implicados en las rutas derivadas del metabolismo de isoprenoides.

2.1.3. Biosintesis de monoterpenos y sesquiterpenos: aceites esenciales

En citricos, los aceites esenciales constituyen uno de los principales productos
y se obtienen tanto de la piel del fruto mediante presién en frio como de las hojas por
destilacion en corriente de vapor. La composicidn de los aceites esenciales varia
mucho entre especies, variedades e, incluso para un mismo cultivar, entre la piel del
fruto y las hojas. Esta variabilidad parece deberse principalmente a la expresién de
diferentes terpeno sintasas, enzimas clave en la biosintesis de mono-, sesqui- y
diterpenos (Fig. 18). En los ultimos afnos se han aislado y caracterizado algunos genes
que codifican terpeno sintasas del género Citrus, tanto monoterpeno sintasas (Licker
et al, 2002; Shimada et al, 2004) como sesquiterpeno sintasas (Maruyama et al, 2001;
Sharon-Asa et al, 2003). Con objeto de identificar nuevos genes que codifican terpeno
sintasas en citricos, se utilizaron las secuencias previamente caracterizadas como
motores de busqueda en la base de datos del CFGP. Este método permitié identificar
un total de 54 ESTs, agrupadas en 11 unigenes cuya secuencia es similar a

monoterpeno sintasas, 12 unigenes similares a sesquiterpeno sintasas (Tabla 15,

Tabla Suplementaria XII) y 5 unigenes similares a terpeno sintasas (Tabla
Suplementaria XII).
Tabla 15. Posibles mono- y sesquiterpeno sintasas de citricos
Posible funcion Unigen N° ESTs Posible funcion Unigen N° ESTs
Monoterpeno sintasas Sesquiterpeno sintasas
Limoneno sintasa aCL2450Contig1 3 B-Farneseno sintasa aC01017A08 1
aCL2450Contig2 6 aC06010C07 1
aC02013A08 1 aCL9256Contig1 2
alCOAAAB4DHO02 1 aKNOAAB3AEO4 1
y-Terpineno sintasa  aCL3564Contig1 5 aKNOAAL1DG10 1
B-Pineno sintasa aKNOAAI2CCO06 1 Valenceno sintasa aCL7292Contig1 2
Linalol sintasa aCL4530Contig1 4 aC06019E08 1
aCL4629Contig1 4 Germacreno D sintasa  aC32011H02 1
aKNOAAM2BCO07 1 aKNOAAPGYPO1 1
o-Terpineol sintasa  alCOAAA51DF11 1 aC32102B11 1
aC06019H04 1 aCL6701Contig1 2
aCL4874Contig1 4
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Monoterpeno sintasas de citricos

Las monoterpeno sintasas convierten el geranil difosfato (GPP) en diferentes

monoterpenos (C10) en los plastidios, por lo que la region N-terminal de todas las

monoterpeno sintasas caracterizadas en plantas contiene un péptido sefal de

plastidio. En este trabajo se identificaron un total de 28 ESTs, agrupadas en

11 unigenes (5 contigs y 6 singletons), que codifican posibles monoterpeno sintasas

en citricos (Tabla 15, Tabla Suplementaria Xll). Cuatro unigenes de citricos (11 ESTs)

mostraron secuencias deducidas de aminoacidos muy similares a limoneno sintasa de
Citrus limon (LUcker et al, 2002) y de Citrus unshiu (Shimada et al, 2004) (Fig. 19).

aC02013A08
aCL2450Contigl
Citrus unshiu
Citrus limon
aCL2450Contig2
alCOAAAGIDHO2
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Fig. 19. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos deducidas de los unigenes de
citricos identificados en este trabajo con las limoneno sintasas de Citrus limon (AF514289) y
Citrus unshiu (AB110636). El alineamiento se cre6 con ClustalX 1.83 y se edit6 en GeneDoc.
La caja sombreada sefiala el posible péptido sefial de plastidio y las cajas huecas los motivos
RRxgW y DDxD caracteristicos de monoterpeno sintasas.
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En la region N-terminal de la secuencia deducida de aminoacidos del unigen
aCL2450Contig2 se detecté un posible péptido senal de plastidio de 30 aminoacidos
aguas arriba del motivo RRxgW conservado en monoterpeno sintasas (Bohimann et al,
1998). Aunque los unigenes aCL2450Contig1 y aC02013A08 carecian de la regién
N-terminal completa fue posible identificar el motivo DDxxD conservado en terpeno
sintasas (Starks et al, 1997) (Fig. 19). La secuencia de aminoacidos deducida del
unigen aCL3564Contig1 fue muy similar a y-terpineno sintasa (97% de identidad, 99%
de similitud) de Citrus limon (Licker et al, 2002) y presentd un posible péptido senal de
plastidio de 40 aminoacidos aguas arriba del motivo conservado RRxgW. El unigen
aKNOAAI2CCO06 fue muy similar a B-pineno sintasa de Citrus limon (97% de identidad,
98% de similitud) (Lucker et al, 2002) y de Citrus unshiu (94% de identidad, 96% de
similitud) (Shimada et al, 2004). La region N-terminal de la secuencia de aminoacidos
de este unigen mostré un posible péptido senal de plastidio de 22 aminoacidos y el
motivo RRxgW.

Este trabajo permitidé identificar, adicionalmente, unigenes cuyas secuencias
son similares a monoterpeno sintasas que todavia no se han caracterizado en citricos
(Tabla Suplementaria XIl). La secuencia deducida de aminoacidos de los unigenes
aCL4530Contig1 y aCL4629Contig1 fue similar a linalol sintasa de Arabidopsis,
At1g61680 (Chen et al, 2003b) (59% de identidad, 75% de similitud) y At1g61120
(44% de identidad, 62% de similitud), respectivamente. Por otro lado, el unigen
alCOAAA51DF11 fue similar a a-terpineol sintasa (42% de identidad, 66% de similitud)
de Vitis vinifera (Martin y Bohimann, 2004).

Sesquiterpeno sintasas de citricos

Las sesquiterpeno sintasas convierten el farnesil difosfato (FPP) en diferentes
sesquiterpenos (C15) en el citosol, por lo que la regidn N-terminal carece de péptido
sefal de plastidio. En este trabajo se identificaron un total de 18 ESTs, agrupadas en
12 unigenes (4 contigs y 8 singletons), que codifican posibles sesquiterpeno sintasas
en citricos (Tabla 15, Tabla Suplementaria XIl). Cinco unigenes de citricos fueron muy
similares a p-farneseno sintasa de Citrus junus (Maruyama et al, 2001):
aCL9256Contig1 (99% de identidad, 99% de similitud), aKNOAAB3AEO4 (97% de
identidad, 98% de similitud), aC01017A08 (95% de identidad, 98% de similitud) y
aKNOAAL1DG10 y aC06010C07 (que mostraron menor grado de similitud) (Tabla
Suplementaria XllI). La secuencia deducida de aminoacidos del unigen

aCL9256Contig1 presentoé el motivo RRxgW, a 21 aminoacidos del extremo N-terminal,

85



Analisis funcional de ESTs de citricos

y el motivo DDxxD. La corta region N-terminal aguas arriba del motivo RRxgW resulté
indicadora de la ausencia de un péptido senal de plastidio, consistente con la
localizacion citosodlica de sesquiterpeno sintasas.

El unigen aCL7292Contig1 presentd una similitud elevada (99% de identidad,
99% de similitud) con valenceno sintasa de Citrus sinensis (Sharon-Asa et al, 2003).
La region N-terminal de la secuencia deducida de aminoacidos del mismo mostro el

motivo RRxgW conservado en sesquiterpeno sintasas. La secuencia de aminoacidos

del unigen aC06019E08 resulté idéntica a valenceno sintasa de Citrus sinensis.
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Fig. 20. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos deducidas de los unigenes de
citricos identificados en este trabajo con germacreno D sintasa de Populus (AAR99061) y de
Vitis vinifera (AAS66357). El alineamiento se cred con ClustalX 1.83 y se edité6 en GeneDoc.
Las cajas huecas sefialan los motivos RRxgW y DDxD caracteristicos de sesquiterpeno
sintasas.

86



Anadlisis funcional de ESTs de citricos

En el andlisis de los unigenes de citricos que mostraron similitud de secuencia
con diversas sesquiterpeno sintasas también fue posible identificar cinco unigenes con
secuencias similares a germacreno sintasa (una sesquiterpeno sintasa) que, hasta el
momento, no ha sido descrita ni caracterizada en citricos (Tabla 15, Tabla
Suplementaria Xll). Las secuencias de los unigenes aC32011HO2EF, aC32102B11,
aKNOAAPG6YPO1FM y aCL4874Contig1 resultaron similares (Fig. 20) a germacreno D
sintasa de chopo (Arimura et al, 2004) y de vid (LUcker et al, 2004). Los tres primeros
presentaron el motivo RRxgW conservado en sesquiterpeno sintasas y su region
N-terminal no mostré péptidos senal de plastidio. EI unigen aCL4874Contig1 fue

similar a germacreno D sintasa (61% de identidad, 79% similitud) de vid (Fig. 20).

Otras terpeno sintasas de citricos

Adicionalmente a las terpeno sintasas descritas en los apartados anteriores, en
el conjunto de ESTs de citricos del CFGP se identificaron 8 ESTs, agrupadas en
5 unigenes, que presentaron similitud con terpeno sintasas (Tabla Suplementaria XII).
Los unigenes aCL4500Contig1 y alCOAAA81DA0O2 mostraron similitud con terpeno
sintasas de Medicago truncatula (Gémez et al, 2005) y los unigenes alCOAAA1CCO04 y
alCOAAAS53DC12 fueron similares a terpeno sintasas de Citrus junus (AF288465). La
secuencia deducida de aminoacidos de alCOAAA1CCO04, pese a contener la region
N-terminal completa, no mostré péptido sefal de plastidio por lo que podria clasificarse
como sesquiterpeno sintasa.

Los analisis de homologia de terpeno sintasas (TPS) muestran que, aunque el
grado de conservacion a nivel de secuencia no es elevado entre TPS de distintas
especies vegetales, existen algunos dominios conservados que sugieren una similitud
significativa en estructura y funcién (Steele et al, 1998). Estos dominios conservados
han sido la base para aislar genes que codifican TPS en diversas especies vegetales
utilizando RT-PCR con oligonucleotidos degenerados (por ejemplo Bohimann et al,
1998; Sharon-Asa et al, 2003). Actualmente, la existencia de bases de datos de ESTs
de un numero creciente de especies vegetales facilita la busqueda de genes que
codifican TPS. Esta aproximacion ha permitido identificar diversas TPS en vid (Martin y
Bohimann, 2004; Licker et al, 2004). En este trabajo se ha utilizado la coleccion de
ESTs de citricos generada por el CFGP junto con la informacién de secuencia de
diferentes TPS de otras especies vegetales para identificar un total de 28 unigenes de
citricos que codifican posibles TPS. La identificacion de estos unigenes muestra que la
familia de TPS en Citrus es una de las mas amplias y diversas en plantas. Sin

embargo, resulta necesario sefalar que la funcién atribuida a estos unigenes es una
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prediccion que debe confirmarse mediante ensayos de actividad de las enzimas
codificadas por los correspondientes unigenes.

La caracterizacion de los unigenes identificados en este trabajo permitira
abordar, con herramientas moleculares, la regulacién de la formacion del sabor y del
aroma durante el desarrollo del fruto en citricos. Estos genes pueden constituir,
adicionalmente, marcadores moleculares para asistir la mejora de variedades de
citricos superiores en sabor, aroma y propiedades nutricionales. Finalmente, el
aislamiento de genes que codifican terpeno sintasas en citricos tiene interés en
aplicaciones biotecnoldgicas como la produccion de aromas en E. coli o en sistemas
de fermentacion de levaduras manipulados para la produccion de terpenos (Martin
et al, 2003; Reiling et al, 2004).

2.1.4. Biosintesis de triterpenos: brasinosteroides y limonoides

Biosintesis de brasinosteroides

Los brasinosteroides (BRs) son un grupo de hormonas vegetales que regulan
el crecimiento y desarrollo de las plantas (Fujioka y Yokota, 2003). Los BRs
pertenecen al grupo de triterpenos y constituyen un grupo de esteroles modificados,
por lo que su biosintesis puede dividirse en dos partes: 1) sintesis de campesterol
(CR) a partir de escualeno y 2) sintesis de brasindlido (BL), BR biolégicamente activo,
a partir de CR (Fig. 21). La oxidacién del escualeno, catalizada por escualeno
monooxigenasa (EC 1.14.99.7; 4 unigenes), conduce a la formacién de
2,3-oxidoescualeno (Fig. 18), que posteriormente es modificado para producir
fitosteroles como sitosterol y campesterol. En el Anejo Il se presenta la ruta de
biosintesis de esteroles en plantas asi como los unigenes de citricos identificados en
este trabajo como candidatos a codificar las enzimas que catalizan cada uno de los
pasos de dicha ruta.

La ruta especifica de biosintesis de BL comienza con la conversion de
campesterol en campestanol mediante varios pasos de reduccion del doble enlace del
C5 (Fig. 21). Uno de estos pasos ha sido caracterizado en detalle en Arabidopsis y
corresponde a una 5a reductasa codificada por el gen DET2 (At2g38050). La
secuencia deducida de aminoacidos del unigen aC31805H09 de citricos fue similar a
DET2 (64% de identidad, 81% de similitud) de Arabidopsis (Li et al, 1996). Los niveles
endogenos de campestanol en el mutante det2 de Arabidopsis son del 10% respecto
al control (Fujioka et al, 1997) lo que sugiere la existencia de otras 5a reductasas que

catalizan la misma reaccién (Clouse, 2002). En Arabidopsis se han identificado
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homologos funcionales a DET2 como At3g55360 y At5g16010 (AraCyc), para los que
también se encontraron unigenes similares en citricos (Tabla 16). A partir de
campestanol se sintetiza BL mediante dos rutas paralelas: la ruta de la oxidacion

temprana en C-6 y la ruta de la oxidacion tardia en C-6 (Fig. 21).
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Fig. 21. Biosintesis de brasinosteroides en citricos. Las cajas sefialan los pasos para
los que se identificaron unigenes en el conjunto de ESTs del CFGP (en naranja), para los se
encontrdé algun representante procedente de la genoteca Veg1 (en verde) o para los que
ninguna EST de citricos mostré similitud significativa de secuencia (en gris). El gen saxl
todavia no se ha clonado en ninguna especie vegetal.

La conversion de campestanol a 6-deoxocatasterona (ruta de la oxidacion
tardia en C-6) y de 6-oxocampestanol a catasterona (ruta de la oxidacién temprana en
C-6) esta catalizada por una 22a hidroxilasa, funcién codificada en Arabidopsis por el
gen DWF4 (At3g50660) (Choe et al, 1998). En la base de datos del CFGP se
identificaron dos unigenes (aCL2095Contig1 y aCL2095Contig2), cuyas secuencias de
aminoacidos fueron similares (66% de identidad, 76% de similitud y 74% de identidad,
86% de similitud, respectivamente) a DWF4 de Arabidopsis (Tabla 16). El siguiente
paso, en ambas ramas de la ruta, implica la hidroxilacion del C-23, que en Arabidopsis
esta catalizada por el producto del gen CPD (At5g05690) (Szekeres et al, 1996).

Recientemente se han caracterizado dos nuevas C-23 hidroxilasas en Arabidopsis
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(CYP90C1 y CYP90D1) codificadas por los genes At4g36380 y At3g13730,
respectivamente (Ohnishi et al, 2006). Los unigenes de citricos cuyas secuencias
mostraron similitud con las C-23 hidroxilasas descritas en Arabidopsis se recogen en
la Tabla 16.

Tabla 16. Unigenes de citricos que codifican enzimas de la biosintesis de BRs

. Unigen Gen de ATH N° total
Enzimas e L Valor E
de citricos mas similar ESTs
Esteroide 5a reductasa (DET2) aC31805H09 At2g38050 2E-62 1
aCL5912Contig1 At3g55360 1E-145 3
aC01011F03 At5g16010 7E-41 1

Esteroide C-22a hidroxilasa
(DWF4, CYP90B1) aCL2095Contig1 At3g50660 0 4

aCL2095Contig2 At3g50660 1E-154 6
Esteroide C-23a hidroxilasa

(CPD, CYP90A1) aCL1811Contig1 At5g05690 0 8
aCL1811Contig2 At5g05690 1E-100 2
aC08025D05 At5g05690 7E-74 1
(CYP90D1) alCOAAA98BE11 At3g13730 2E-78 1

(CYP90C1) - At4g36380 - -

Esteroide C-6 oxidasa (BR6ox) - At5g38970 - -

- At3g30180 - -

En tomate, Arabidopsis y arroz se han caracterizado las enzimas que catalizan
la conversion de 6-deoxocastasterona a castasterona mediante C-6 oxidacion (Bishop
et al, 1999; Shimada et al, 2001; Hong et al, 2002) (Fig. 21). En Arabidopsis, existen
en dos isoformas (codificadas por los genes At5g38970 y At3g30180) para la enzima
esteroide C-6 oxidasa (Tabla 16). La coleccion de ESTs del CFGP contiene 85,965
ESTs generadas a partir de 52 genotecas de cDNA que cubren un amplio rango de
tejidos, estadios de desarrollo y condiciones de estrés bidtico y abidtico. Sin embargo,
no se identificé ninguna EST de citricos cuya secuencia fuera similar a esteroide C-6
oxidasa (Tabla 16). En Arabidopsis, guisante y tomate abundan los intermediarios
6-deoxo (Nomura et al, 2001), lo que indica que la ruta de la oxidacion tardia en C-6 es
la principal. No obstante, la ausencia de ESTs de citricos con similitud de secuencia a
esteroide C-6 oxidasa puede indicar que la ruta de la oxidacién temprana en C-6 es la
ruta de biosintesis de BRs predominante en citricos.

Los BRs constituyen un grupo de compuestos polihidroxilados derivados de
esteroles que se han identificado en un amplio rango de especies vegetales (Bajguz y
Tretyn, 2003). Sin embargo, hasta la fecha, los BRs no han sido estudiados en citricos.
En nuestro trabajo hemos identificado, por primera vez, los unigenes de citricos que
codifican esteroide 5a reductasa, esteroide C-22a hidroxilasa y esteroide C-23a

hidroxilasa (Tabla 16); aunque resulta necesario sefialar que la funcion atribuida a
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estos genes se basa en similitud de secuencia y debe confirmarse mediante ensayos

de actividad de las correspondientes enzimas.

Biosintesis de limonoides en citricos

Los limonoides constituyen un grupo de triterpenos altamente oxigenados
presentes soélo en el orden Rutales, principalmente en las familias Rutaceae (a la que
pertenece el género Citrus) y Meliaceae (Moriguchi et al, 2003). En citricos se dan dos
formas quimicas: agliconas (amargas) y glucésidos (no amargos). El precursor inicial
de los limonoides conocidos en citricos es la nomilina, que se sintetiza en el floema a
partir de escualeno (Fig. 22). Este precursor migra a las hojas, frutos y semillas donde
se sintetizan diversos limonoides, fundamentalmente obacunona y limonina. Estas
agliconas amargas se convierten en 17-B-D-glucopiranésido derivados no amargos,
como limonina 17-B-D-glucopirandsido, el limonoide glucdsido mas abundante en

citricos, durante la maduracion del fruto (Moriguchi et al, 2003).

[ BIOSINTESIS DE LIMONOIDES |
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Fig. 22. Biosintesis de limonoides en citricos. El gen que codifica limonoide
UDP-glucosiltransferasa (EC 2.4.1.210) esta representado en la coleccion de ESTs del CFGP.

Este proceso natural de pérdida de amargor esta catalizado por la enzima
UDP-D-glucosa:limonoide glucosiltransferasa (LGT, EC 2.4.1.210). El gen que codifica
esta enzima ha sido clonado y caracterizado a partir de frutos de Citrus unshiu (Kita
et al, 2000). El unigen aCL770Contig1 del CFGP muestra una similitud de secuencia
elevada (97% de identidad, 98% de similitud) con este gen. Este unigen esta formado

por 17 ESTs, ninguna de ellas procedente de genotecas generadas a partir de tejidos

91



Analisis funcional de ESTs de citricos

vegetativos, lo que es consistente con que el sitio de metabolizacidon de limonoides

agliconas a glucésidos esta limitado a la semilla y al fruto maduro (Kita et al, 2000).

2.1.5. Biosintesis de diterpenos: giberelinas

Las giberelinas (GAs) constituyen un grupo de hormonas vegetales que
controlan diversos aspectos del desarrollo como la germinacién, la expansion de las
hojas, la elongacién del tallo y de la raiz, el tiempo de floracién y el desarrollo de la flor
y del fruto (Sponsel y Hedden, 2004; Swain y Singh, 2005). Las GAs forman un grupo
de diterpenos tetraciclicos que se sintetizan a partir del precursor comun geranilgeranil
difosfato (Fig. 23).

METABOLISMO DE GIBERELINAS
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Fig. 23. Metabolismo de giberelinas en citricos. Las cajas naranjas sefalan los pasos
para los que se identificaron unigenes en el conjunto de ESTs del CFGP y las grises los pasos
para los que ninguna ESTs de citricos mostré similitud significativa de secuencia.

Los dos primeros pasos de la biosintesis de GAs estan catalizados por dos
diterpeno sintasas, copalil difosfato sintasa (CPS, EC 5.5.1.13) y ent-kaureno sintasa
(KS, EC 4.2.3.19) y conducen a la formacién de ent-kaureno. A continuacioén, dos
monooxigenasas dependientes de citocromo P450, ent-kaureno oxidasa (KO,
EC 1.14.13.78) y acido ent-kaurenoico oxidasa (KAO, EC 1.14.13.79), catalizan la
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conversién de ent-kaureno en GA;; y GAsz. Finalmente, dos dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato, GA 20-oxidasas (GA20ox, EC 1.14.11.12) y GA
3-oxidasas (GA3ox, EC 1.14.11.15), actuan consecutivamente para producir las GAs
bioactivas (GA; y GA,) a través de dos rutas paralelas: la ruta de la hidroxilacion
temprana en C-13 (que conduce a la formacién de GA,) y la ruta de la no hidroxilacién
en C-13 (mediante la que se sintetiza GA,). Una tercera clase de dioxigenasas, GA
2-oxidasas (GA2o0x, EC 1.14.11.13), inactivan tanto las GAs bioactivas (GA1 y GA,)
como sus precursores inmediatos (GAx y GAy) (Fig. 23).

En el conjunto de ESTs generado a partir de la genoteca Veg1 de tejidos
vegetativos no se identificd ninguna EST relacionada con el metabolismo de GAs. Sin
embargo, en el conjunto de ESTs del CFGP se identificaron un total de 11 ESTs,
agrupadas en 9 unigenes, que codifican enzimas de citricos potencialmente implicadas
en la biosintesis de giberelinas. Dos unigenes de citricos (aC08014B02 vy
aC18022B11) mostraron similitud de secuencia con CPS, cuatro unigenes
(aC08012B11, akKNOAAL1BE10, aKNOAAP12YO22, aCL8938Contig1) con KAO, un
unigen (aCL8642Contig1) con GA20ox y dos unigenes con GA2ox (aC08003D01 y
aC18016F11) (Tabla 17).

Tabla 17. Unigenes de citricos que codifican enzimas del metabolismo de giberelinas

Enzimas Un!ggn Ge’n dg ATH Valor E N° total
de citricos mas similar ESTs

Copalil difosfato sintasa (CPS) aC08014B02 At4g02780 1E-39 1
aC18022B11 At4g02780 5E-27 1

Acido ent-kaurenoico oxidasa aC08012B11 At1g05160 4E-56 1
(KAO) aKNOAAL1BE10 At2g32440 5E-73 1
aKNOAAP12Y022 At2g32440 2E-48 1

aCL8938Contig1 At2g32440 1E-119 2

Giberelina 20-oxidasa (GA200x) aCL8642Contig1 At4g25420 1E-148 2
Giberelina 2-oxidasa (GA20x) aC08003D01 At1g30040 6E-49 1
aC18016F11 At1g30040 6E-13 1

La coleccién de ESTs del CFGP consta de 85,965 ESTs generadas a partir de
52 genotecas de cDNA que cubren un amplio rango de tejidos, estadios de desarrollo
y condiciones de estrés bidtico y abidtico. Sin embargo, la proporcion de ESTs
relacionadas con el metabolismo de GAs es realmente baja (0.12 %o) lo que indica que
el nivel de expresion de estos genes en el amplio rango de condiciones estudiadas es
bajo. Aunque el numero de ESTs relacionadas con la biosintesis de GAs no es
suficiente para analizar la expresion génica segun la frecuencia de ESTs, resulta
interesante destacar que 8 de las 11 ESTs (73%) identificadas proceden de tres
genotecas de cDNA generadas a partir de las raices lo que puede indicar que, en

citricos, las raices son 6rganos fundamentales en la sintesis de giberelinas.
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2.2. Biosintesis de flavonoides

Los citricos acumulan grandes cantidades de flavonoides, tanto en los frutos

como en las hojas, especialmente flavanonas. La biosintesis de flavanonas se produce

en dos pasos: el primero, catalizado por chalcona sintasa (CHS, EC 2.3.1.74;

10 unigenes), consiste en la condensacion de 4-cumaroil-CoA con tres moléculas de

malonil-CoA para formar naringenina-chalcona, y el segundo, mediado por chalcona

isomerasa (CHI, EC 5.5.1.6; 5 unigenes), conduce a la formaciéon de naringenina
(Fig. 24). En el conjunto de ESTs de citricos del CFGP se identificaron 119 ESTs con

elevada similitud de secuencia a CHS previamente caracterizada en Citrus sinensis

(Moriguchi et al, 1999) y 12 ESTs similares a CHI de Citrus unshiu (Moriguchi et al,
2001) (Tabla 18, Tabla Suplementaria XIllI).

1)

2)

Tabla 18. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de flavonoides

. . . N° Total
Enzimas EC Contigs Singletons ESTs

Chalcona sintasa (CHS) 2.3.1.74 5 5 119
Chalcona isomerasa (CHI) 55.1.6 2 3 12
Flavanona 3-hidroxilasa (F3H) 1.14.11.9 9 7 50
Flavona sintasa Il (FNS II) - 2 0 8
Flavonoide 3'-hidroxilasa (F3'H) 1.14.13.21 5 2 44
Flavonol sintasa (FLS) 1.14.11.23 1 3 29
Dihidroflavonol 4-reductasae (DFR) 1.1.1.219 6 2 23

En citricos, la naringenina puede sufrir las siguientes transformaciones:

Hidroxilacién para formar el flavanol dihidroxikaempferol, reaccién catalizada
por flavanona 3-hidroxilasa (F3H, EC 1.14.11.9; 16 unigenes) (Fig. 24, Tabla
Suplementaria Xlll). Un total de 50 ESTs del CFGP mostraron similitud de
secuencia con el gen de Citrus unshiu que codifica F3H (Moriguchi et al, 2001).
Dos glucosilaciones sucesivas: la primera estd catalizada por
7-O-glucosiltransferasa (EC 2.4.1.185) cuya actividad ha sido estudiada en
Citrus paradisi (Mcintosh et al, 1990) aunque todavia no se ha aislado el gen
correspondiente. La segunda glucosilacion estda mediada bien por
1-2 rhamnosiltransferasa (EC 2.4.1.236) para formar naringina o bien por
1-6 rhamnosiltransferasa para formar narirutina (Fig. 24). El gen que codifica
1-2 rhamnosiltransferasa ha sido aislado y caracterizado en Citrus maxima
(Frydmann et al, 2004) pero no se identificd ninguna EST en el CFGP cuya
secuencia fuera similar a este gen. La actividad 1-6 rhamnosiltransferasa se ha
descrito en citricos pero todavia no se ha purificado dicha enzima ni se ha

caracterizado el gen correspondiente.
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Fig. 24. Biosintesis de flavonoides en citricos. Las cajas coloreadas representan los
pasos para los que se identificaron unigenes en el conjunto de ESTs del CFGP (en naranja),
para los que se encontré algun representante procedente de la genoteca Veg1 (en verde) o
para los que ninguna EST de citricos mostro similitud significativa de secuencia (en gris). Las
cajas vacias indican los pasos para los que todavia no se han clonado los genes implicados.
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3)

4)

Oxidacion para formar la flavona apigenina, catalizada por flavona sintasa Il
(FNS 11). Las plantas superiores han desarrollado dos sistemas independientes
para catalizar la sintesis de flavona: flavona sintasa | (FNS [) presente sélo en
la familia Apiaceae y flavona sintasa Il (FNS II) mas extendida en las plantas.
El gen que codifica FNS Il ha sido aislado y caracterizado en Gerbera (Martens
y Forkmann, 1999) y en otras especies vegetales. En citricos, este paso de la
biosintesis de flavonoides todavia no ha sido caracterizado. En el conjunto de
ESTs de citricos del CFGP se identificaron dos unigenes, aCL2638Contig1 y
aCL2638Contig2, cuyas secuencias deducidas de aminoacidos fueron
similares a FNS Il, 54% identidad, 76% similitud y 55% identidad, 76% similitud,
respectivamente (Tabla 18, Tabla Suplementaria XIlII).

Hidroxilacion para formar eriodictiol, reaccion catalizada por flavonoide
3’-hidroxilasa (F3'H, EC 1.14.13.21; 7 unigenes). La actividad enzimatica de
F3'H ha sido estudiada en citricos (Doostdar et al, 1995) pero, hasta el
momento, no se ha caracterizado el gen de citricos correspondiente. En la
coleccion de ESTs del CFGP se identificaron 44 ESTs, agrupadas en
7 unigenes, con similitud significativa de secuencia con el gen que codifica
F3'H en Arabidopsis (At5g07990) (Tabla 18, Tabla Suplementaria XIll). En la
coleccion de ESTs generada a partir de la genoteca Veg1l se encontrd
representado este gen. Este resultado es consistente con el hecho de que la
actividad enzimatica de F3’H de citricos esta presente en hojas jovenes
(Doostdar et al, 1995).

La naringina es la flavanona diglucosilada que mas se acumula en frutos y

hojas de especies como Citrus paradisi. Sin embargo, en otras especies de citricos

como la objeto de nuestro trabajo, Citrus clementina, la flavanona diglucosilada mas
abundante es hesperidina (Tabla 19, Kawaii et al, 1999; 2000).

Tabla 19. Contenido en flavonoides en frutos y hojas (tomado de Kawaii et al, 1999, 2000)

ug/100 mg peso seco

Especie

Naringina Narirutina Hesperidina Rutina
Frutos
C. paradisi 1459 500 5 0
C. clementina 0 51.1 852 0
Hojas
C. paradisi 402 80.5 0 0
C. clementina 0 0 763 885

La hesperidina, analogamente a la naringina, procede de la doble glucosilacién

de la hesperitina. La biosintesis de hesperitina no se conoce totalmente pues el paso

de eriodictiol a hesperitina todavia no esta caracterizado. El eriodictiol puede ser
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oxidado para formar la flavona Iluteolina o hidroxilado formando el flavanol
dihidroquercetina, de forma analoga a la naringenina (Fig. 24). Ambos flavanoles,
dihidroxikaempferol y dihidroxiquercetina, son convertidos en los flavonoles kaempferol
y quercetina, respectivamente, mediante la accion de flavonol sintasa (FLS,
EC 1.14.11.23; 4 unigenes) (Fig. 24). Un total de 29 ESTs de citricos del CFGP,
agrupadas en 4 unigenes, mostraron similitud de secuencia con flavonol sintasa de
Citrus unshiu (Moriguchi et al, 2002) (Tabla 18, Tabla Suplementaria Xlll). Algunas
especies de citricos, como Citrus clementina, acumulan, especialmente en las hojas,
elevadas cantidades de rutina (Tabla 19, Kawaii et al, 1999; 2000). La rutina es un
flavonol glucésido con propiedades farmacolégicas como antiinflamatorio (Manthey
et al, 2001). La conversion de quercetina en rutina se produce en dos pasos (Fig. 24):
1) sintesis de quercetina 3-O-glucésido mediante flavonol 3-O-glucosiltransferasa
(EC 2.4.1.91), para la que no se identifico ninguna EST en el CFGP y 2) conversion de
3-O-glucésido en rutina mediante flavonol 3-O-glucésido L-ramnosiltransferasa
(EC 2.4.1.259), actividad que ha sido purificada parcialmente en Vigna radiata (Barber,
1962) pero para la que no se ha identificado el correspondiente gen.

La utilizacion de secuencias de genes implicados en la biosintesis de
flavonoides previamente caracterizados como motores de busqueda en la base de
datos de ESTs de citricos del CFGP ha permitido caracterizar esta ruta en citricos.
Junto a genes ya descritos en citricos como los correspondientes a CHS (Moriguchi
et al, 1999) y CHI y F3H (Moriguchi et al 2001), este trabajo ha permitido identificar,
por primera vez en citricos, los genes potencialmente correspondientes a flavona
sintasa Il (FNSII) y flavonoide 3’-hidroxilasa (F3’'H). La identificacién de estos genes
constituye el paso inicial para completar nuestro conocimiento actual sobre la sintesis
de flavonoides en citricos. Resulta de especial interés la caracterizacion de FNSII,
enzima clave en la biosintesis de flavonas, para comprender el papel de este grupo de

flavonoides en citricos.
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1. CARACTERIZACION DE LA MICROMATRIZ DE cDNA DE CITRICOS, CIT1,
GENERADA EN EL CFGP

1.1. Caracterizacion técnica de la micromatriz CIT1

Los analisis de expresidon génica se realizaron utilizando la micromatriz de
cDNA de citricos construida por el Laboratorio de Gendémica del CFGP que contiene
12,672 clones que corresponden a 6,875 posibles unigenes (Forment et al, 2005). Tal
como se explicé anteriormente, el numero de unigenes que resulta de un proceso
computacional de agrupamiento o ensamblaje de ESTs varia a medida que el nimero
de ESTs crece. Los 12,672 clones que contiene la micromatriz CIT1 correspondian a
6,875 posibles unigenes cuando la coleccién de ESTs de citricos del CFGP contaba
con 22,635 ESTs. Actualmente dicha coleccion contiene 85,965 ESTs, de modo que
los 12,672 clones de la micromatriz CIT1 corresponden a 6,034 posibles unigenes. La
anotacion funcional de los unigenes de citricos contenidos en la micromatriz CIT1 se
recoge en la Tabla Suplementaria XIV. Todos los datos de expresion presentados en
este trabajo se obtuvieron utilizando la micromatriz CIT1 y se redefinieron teniendo en
cuenta los resultados del ultimo ensamblaje realizado en el CFGP.

Los 12,672 clones contenidos en la micromatriz proceden de 18 genotecas de
cDNA (ver Tabla 1 en Materiales y Métodos), entre ellas Veg1. De los 1,824 clones
obtenidos a partir de la genoteca Veg1, un total de 1,152 clones fueron incluidos en la
micromatriz CIT1 (9.1%) (Tabla Suplementaria XV). El andlisis de los productos de
PCR mostré que un 90% de los 1,152 clones de la genoteca Veg1 incluidos en la
micromatriz CIT1 producian una sola banda en la reaccion de PCR (Tabla
Suplementaria Ill). Una proporcién elevada de los 6,034 posibles unigenes contenidos
en la micromatriz CIT1 fueron impresos entre 2 y 5 veces, lo que permitio la
confirmacién intra-array de los datos de expresion. Por otro lado, alrededor de
4,600 unigenes estaban representados solo una vez en la micromatriz CIT1.

Con objeto de valorar la fiabilidad de los datos generados utilizando la
micromatriz CIT1 se llevd a cabo una caracterizacion técnica de la misma. Para ello,
se realizaron 8 réplicas técnicas utilizando hojas jévenes procedentes de plantas de
invernadero de Citrus clementina. En cada una de las réplicas se extrajo el poli(A*)
RNA y se marcé con el compuesto fluorescente Cy5. El disefio del experimento
consistid en la hibridacion de cada una de las réplicas técnicas con una muestra de
referencia, marcada con el compuesto fluorescente Cy3, formada por hojas
procedentes de 40 plantas. Las hibridaciones se realizaron con micromatrices

procedentes de un mismo lote. Los puntos que mostraron una intensidad neta menor a
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dos veces el valor medio del fondo en los dos canales no se consideraron en los
analisis posteriores. Los controles negativos siempre se encontraron en este grupo
(Tabla Suplementaria XVI). Los datos de expresion se normalizaron utilizando la
funcién Lowess que corrige la dependencia sistematica segun la intensidad (Yang
et al, 2002; apartado 6.5 de Materiales y Métodos). La Figura 25 muestra los
diagramas de caja (box plot) del logaritmo en base dos de los cocientes de expresion
tras la normalizacién de los datos con la funcion Lowess (Yang et al, 2002; apartado
6.5 de Materiales y Métodos) para cada una de las ocho réplicas técnicas. Los
diagramas de caja mostraron una amplitud o dispersion homogénea de los datos en

todas las réplicas, lo que refleja una buena reproducibilidad entre éstas.
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Fig. 25. Diagramas de caja de los datos de expresion. Para cada una de las réplicas
técnicas (R1 a R8) se representan los valores correspondientes al logaritmo en base dos de los
cocientes de expresion (Cy5/Cy3) tras la normalizacion de los datos con la funcion Lowess
(Yang et al, 2002).

1.1.1. Rango dinamico y niveles de sensibilidad

El rango dinamico y los niveles de sensibilidad se determinaron utilizando los
controles depositados en la micromatriz CIT1 (apartado 6.6.2 de Materiales y
Métodos). Aunque en algunos casos fue posible detectar intensidades
correspondientes al control de calibraciéon 7, es decir 15 pg de mRNA (Tabla 3 en
Materiales y Métodos), se obtuvieron resultados reproducibles cuando se incluyeron, al
menos, 50 pg mMRNA en las muestras (Tabla Suplementaria XVI), lo que representa
alrededor de 10 copias de mRNA por célula (Ruan et al, 1998). El rango de
intensidades detectadas de modo consistente fue de 200 a 50,000, lo que corresponde

a un rango dinamico de 2.5 érdenes de magnitud.
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1.1.2. Reproducibilidad intra-array

La reproducibilidad intra-array, es decir, la reproducibilidad de los datos
procedentes de elementos depositados mas de una vez en una micromatriz, se
estimd, en primer lugar, comparando los niveles de intensidad y los cocientes de
expresion de los controles distribuidos en la micromatriz. Los valores de los cocientes
de expresiéon Cy5/Cy3 fueron bastante consistentes, de modo que, para la mayoria de
los controles, los valores del coeficiente de variacion (CV) no superaron el 14%
(Tabla 20, Tabla Suplementaria XVI).

Tabla 20. Valores del coeficiente de variacion de los cocientes de expresion obtenidos para los
controles de ratio distribuidos en la micromatriz CIT1

Réplical Réplica2 Réplica3 Réplica4 Reéplica5 Reéplica6 Reéplica7 Reéplica8

Control Ratio 1 0.20 0.15 0.13 0.13 0.14 0.12 0.08 0.12
Control Ratio 2 0.09 0.10 0.15 0.11 0.12 0.17 0.15 0.12
Control Ratio 3 0.09 0.14 0.13 0.20 0.14 0.11 0.09 0.09
Control Ratio 4 0.09 0.11 0.12 0.16 0.11 0.17 0.08 0.09

El analisis de los valores de expresion de distintos clones de un mismo contig
permiti6 obtener otra estimacion de la reproducibilidad intra-array. Para ello se
evaluaron 10 unigenes, seleccionados al azar, representados en la micromatriz CIT1
por 3, 4 6 5 clones (Tabla Suplementaria XVII). Este analisis también se baso en la
agrupacion de las ESTs de la coleccion segun el ultimo ensamblaje realizado en el
CFGP, de modo que los resultados que se presentan difieren sensiblemente de los
obtenidos por Forment et al (2005). Para cada una de las 8 réplicas técnicas
realizadas se calcularon los coeficientes de variacién de los cocientes de expresion
correspondientes a cada uno de los 10 unigenes estudiados (Tabla Suplementaria
XVII). Los coeficientes de variacion calculados oscilaron entre el 5% y el 16%, y la
mayoria de ellos no superaron el 13% (Tabla Suplementaria XVII). La Figura 26
muestra los valores de los cocientes de expresion (Cy5/Cy3) obtenidos para 6 de los
unigenes estudiados (aCL920Contig2 y aCL2162Contig1, representados por 3 clones
en CIT1; aCL2738Contig1 y aCL436Contig1, por 4 clones; y aCL217Contig1 y
aCL36Contig2, por 5 clones) en cada una de las 8 repeticiones técnicas realizadas.
Los valores de los cocientes de expresion fueron similares para los diferentes
miembros de un contig en cada una de las réplicas (Fig. 26). Los unigenes estudiados
estan representados por clones de diferente longitud y origen, es decir, proceden de
diferentes genotecas generadas a partir de diversas condiciones ambientales y de
desarrollo. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que los niveles de expresion

relativos entre las muestras marcadas con Cy5 y con Cy3 fueron consistentes entre los
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miembros del mismo contig independientemente, por tanto, de la longitud y del origen

de los clones que representan cada contig.
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Fig. 26. Representacion grafica de los cocientes de expresion (Cy5/Cy3)
correspondientes a cada uno de los clones que representan cada unigen en la micromatriz
CIT1, en cada una de las réplicas realizadas. Los unigenes aCL920Contig2 y aCL2162Contig1
codifican, respectivamente, 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa y beta-ketoacil-CoA sintasa;
aCL2738Contig1 y aCL436Contig1 corresponden a la cadena B-1 de tubulina y aldehido
dehidrogenasa y los unigenes aCL217Contig1 y aCL36Contig2 codifican la subunidad B de
chaperonina de 60 kDa y peroxidasa, respectivamente.
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1.1.3. Reproducibilidad inter-array

La reproducibilidad inter-array, es decir, la reproducibilidad de los datos
procedentes de un mismo elemento en cada una de las micromatrices, se evalué
comparando los resultados obtenidos en las 8 réplicas técnicas realizadas. La
proporcion de puntos cuya intensidad neta superdé en, al menos, dos veces a la
intensidad del fondo fue del 74%, 75%, 66%, 68%, 79%, 79%, 78% y 70%, para cada
una de las ocho réplicas técnicas. Ademas, se compararon los puntos cuya intensidad
neta superaba el criterio establecido en las diferentes micromatrices. Es decir, se
calculé cuantos de los puntos (74%) que superaron el criterio de intensidad en la
réplica 1 (R1) también los superaban en las demas réplicas. Los resultados mostraron
que el mismo conjunto de puntos fue consistentemente seleccionado en cada una de

las ocho réplicas técnicas (Tabla 21, Tabla Suplementaria XVIII).

Tabla 21. Comparacion de los puntos cuyas intensidades netas superaron el limite
establecido en las diferentes réplicas

Réplicas Réplicas técnicas

técnicas R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
R1 - 92 82 84 94 91 93 85
R2 91 - 85 86 95 92 95 89
R3 92 96 - 92 95 93 97 93
R4 91 94 90 - 94 93 96 90
R5 88 90 79 81 - 90 92 84
R6 85 87 78 80 91 - 91 83
R7 87 91 82 83 93 92 - 87
R8 90 95 88 88 96 94 98 -

Los valores corresponden al porcentaje de puntos seleccionados para cada una de las
réplicas de la izquierda que, ademas, se encontraron en cada una de las restantes réplicas.

Adicionalmente, la reproducibilidad inter-array se determindé mediante el calculo
del coeficiente de variacion de los cocientes de expresion obtenidos, para cada uno de
los puntos de la micromatriz CIT1, en las ocho réplicas técnicas (Tabla Suplementaria
XIX). La representacion grafica de la distribucion de frecuencias del coeficiente de
variacion mostré que, para la mayoria de los puntos, el coeficiente de variacion fue del
8-15%, con un valor promedio del 14%, de modo que el 86% de puntos mostrd un
coeficiente inferior al 20% (Tabla Suplementaria XIX, Fig. 27A). Finalmente, para cada
punto de la micromatriz CIT1 se representaron los valores del coeficiente de variacion
obtenido en las ocho réplicas frente a la intensidad total, o suma de las intensidades
de los dos canales, en funcién logaritmica (Tabla Suplementaria XIX, Fig. 27B). El
promedio del coeficiente de variacion observado fue inferior al 14% para los puntos
con una intensidad total en log,o inferior a 4, grupo que incluyé el 96% de los puntos.

El coeficiente de variacion obtenido a partir de réplicas técnicas utilizando
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micromatrices de cDNA suele ser del 10-12% (Yue et al, 2001), lo que indica que la
plataforma de micromatrices desarrollada en el CFGP permite obtener resultados

reproducibles.
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Fig. 27. Coeficiente de variacién (CV) de cada uno de los puntos de la micromatriz
CIT1 en las ocho réplicas técnicas realizadas. A, Distribucion de frecuencias o histograma del
coeficiente de variacién. B, Representacién del coeficiente de variacion en funcién de la
intensidad total, como log,, (Intensidad Cy5 + Intensidad Cy3).

1.2. Validaciéon de la micromatriz CIT1 como herramienta para identificar cambios

en la expresion génica en citricos

El andlisis de la expresién génica de hojas y entrenudos procedentes de brotes
jovenes de Citrus clementina se llevé a cabo con un doble objetivo de validar la
utilizacién de la micromatriz CIT1 para identificar cambios en la expresién génica por

comparacion de los resultados obtenidos con analisis Northern y, por otro lado, como
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un experimento preliminar en la busqueda de genes expresados diferencialmente en
diferentes tejidos en citricos. Las hojas y los entrenudos se recogieron a partir de
brotes vegetativos de Citrus clementina en dos estadios del desarrollo vegetativo:
estadio 1, con hojas de 1-2 cm y estadio 5, con hojas de 6-8 cm (Fig. 28A). El RNA
total procedente de las hojas de brotes en el estadio 1 y en el estadio 5 se mezcld a
partes iguales y se compar6 con el RNA total procedente de los entrenudos, obtenido
del mismo modo. El disefio del experimento de micromatrices consisti6 en cuatro

comparaciones directas, dos de ellas con marcaje reverso (Fig. 28B).
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Fig. 28. Analisis de la expresion génica de hojas y entrenudos de brotes vegetativos de
Citrus clementina. A, Los brotes vegetativos estudiados corresponden a dos estadios del
desarrollo vegetativo diferentes: estadio 1, brotes con hojas de 1-2 cm y estadio 5, brotes con
hojas de 6-8 cm. Las muestras de cada estadio proceden de, al menos, tres brotes vegetativos.
B, El RNA total de las hojas de los brotes del estadio 1 y del estadio 5 se mezcl6 a partes
iguales y se compard con el RNA de entrenudos de los brotes del estadio 1 y del estadio 5
mezclado, asimismo, a partes iguales. Se realizaron cuatro hibridaciones, dos de ellas con
marcaje reverso, es decir, las muestras marcadas con Cy5 se marcan con Cy3 en la hibridacién
reversa.

Los genes expresados diferencialmente en hojas o en entrenudos se
identificaron mediante el analisis estadistico SAM (Significance Analysis of
Microarrays) (Tusher et al, 2001) aplicando un criterio para delta de modo que el valor
de FDR fuera menor al 5% (A = 0.337). De este modo se identificaron un total de 696
clones con cambios significativos en su expresién (Fig. 29; Tabla Suplementaria XX).
Ademas de cumplir este criterio, los genes expresados diferencialmente se definieron
como aquéllos cuyo valor de cambio de expresién fue de, al menos, 1.6 veces (|Iogz
(Cy5/Cy3) |2 0.678). Estas condiciones permitieron identificar un total de 262 unigenes
diferencialmente expresados (4.3% del total de unigenes de la micromatriz CIT1). De
ellos, 159 unigenes estaban expresados diferencialmente en hojas y 103 unigenes se

encontraron expresados diferencialmente en entrenudos (Tabla Suplementaria XX).
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Fig. 29. Identificacion de los clones con cambios significativos en su expresion
mediante el analisis SAM. El grafico representa las diferencias relativas observadas d(i) frente
a las diferencias relativas esperadas dg(i). La linea sélida indica la linea d(i) = de(i) en la que las
diferencias relativas observadas son idénticas a las diferencias relativas esperadas. Las lineas
punteadas se encuentran a una distancia A = 0.337 de modo que los puntos que se encuentran
fuera de esta franja corresponden a clones expresados diferencialmente con un FDR < 5%.

La anotacién funcional de los unigenes expresados diferencialmente (Tabla
Suplementaria XX) se desarrolld6 mediante el analisis de la similitud de dichas
secuencias, tal como se describe en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. En el
siguiente apartado de este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la
caracterizacion de diversos tejidos de citricos mediante el andlisis global de la
expresion génica. Dado que en el disefio de dicho experimento se incluyeron los
tejidos vegetativos comparados en este experimento preliminar (hojas y entrenudos)
junto a otros tejidos de citricos (como raices y tejidos reproductivos), la interpretacion
funcional de los resultados obtenidos en ambos experimentos de expresion génica se
realizara conjuntamente mas adelante (apartado 2.5).

Los datos de expresidn génica obtenidos, en la comparacién hojas-entrenudos,
utilizando la micromatriz de cDNA de citricos, CIT1, se confirmaron mediante el
analisis Northern de seis de los unigenes de citricos diferencialmente expresados. Se
seleccionaron tres unigenes diferencialmente expresados en hojas: aCL11Contig1
(proteina relacionada  con lectina), aCL1819Contig1 (fosfoetanolamina
N-metiltransferasa) y aC20003A04 (unigen sin proteina similar en las bases de datos
consultadas; ver aparado 4.3 de Materiales y Métodos) y tres unigenes
diferencialmente expresados en entrenudos: aCL8Contig9 (unigen sin proteina
similar), aCL3307Contig1 (xiloglucano:xiloglucosil transferasa) y aCL7Contigb

(metalotioneina). En el analisis Northern se incluyeron los mismos tejidos (hojas y
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entrenudos) en los mismos estadios de desarrollo (estadio 1 y 5), pero ademas se
anadieron hojas y entrenudos procedentes de los estadios de desarrollo intermedios
(estadios 2, 3, 4; ver apartado 1.2 de Materiales y Métodos) junto al peciolo y el nervio
central de hojas procedentes del estadio de desarrollo 5. Los seis unigenes de citricos
analizados mostraron patrones de expresién similares a los obtenidos utilizando la
micromatriz CIT1 (Fig. 30), de modo que la expresion de los unigenes aCL11Contig1,
aCL1819Contig1 y aC20003A04 fue claramente superior en hojas y la de los unigenes
aCL8Contig9, aCL3307Contigl y aCL7Contig6 en entrenudos (Fig. 30). La
confirmacién cualitativa de los patrones de expresion obtenidos mediante analisis
Northern indica que los datos de expresion obtenidos utilizando la micromatriz CIT1

son consistentes.
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Fig. 30. Analisis Northern de los niveles de expresion de tres unigenes de citricos
diferencialmentes expresados en hojas (H): aCL11Contig1 (proteina relacionada con lectina),
aCL1819Contig1 (fosfoetanolamina N-metiltransferasa) y aC20003A04 (unigen sin proteina
similar) y tres unigenes diferencialmente expresados en entrenudos (E): aCL8Contig9 (unigen
sin proteina similar), aCL3307Contig1 (xiloglucano:xiloglucosil transferasa) y aCL7Contig6
(metalotioneina) procedentes de brotes vegetativos de Citrus clementina en cinco estadios del
desarrollo (apartado 1.2 de Materiales y Métodos). La tincion con bromuro de etidio (BrEt) se
utilizé como control de carga.
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2. CARACTERIZACION DE DIVERSOS TEJIDOS DE CITRICOS MEDIANTE EL
ANALISIS GLOBAL DE LA EXPRESION GENICA

2.1. Identificacion de los genes comunmente expresados en diversos tejidos de

citricos

Durante el ciclo de vida de las plantas se forman 6rganos vegetativos, como
raices, tallos y hojas, asi como érganos reproductivos, como flores, frutos y semillas,
de modo que cada érgano esta especializado en llevar a cabo funciones bioldgicas
concretas. En este trabajo, se estudiaron los patrones de expresion génica de
diferentes 6rganos o tipos de tejidos en citricos, utilizando la micromatriz CIT1. Para
ello se seleccionaron muestras procedentes de diferentes tejidos vegetativos: raices
(RA), lamina foliar (LA), nervio central (NE) y peciolo (PE) de la hoja y entrenudos (EN)
de brotes vegetativos en desarrollo; asi como muestras procedentes de diferentes
tejidos reproductivos: flores en los estadios de desarrollo de boton blanco, bola hueca
y antesis y frutos con y sin estilo de Citrus clementina (Fig. 31A). Dado que el objetivo
general de este trabajo fue la caracterizacion en detalle del desarrollo vegetativo en
citricos, el disefio del experimento de micromatrices consistidé en la comparacion
directa de RNA procedente de cada uno de los tejidos vegetativos descritos frente a
una mezcla, a partes iguales, de RNA procedente de cada uno de los tejidos

reproductivos. Se realizaron tres réplicas bioldgicas (Fig. 31B).

B

Fig. 31. Disefo del experimento de micromatrices. A, Tejidos vegetativos: raices (RA),
lamina foliar (LA), nervio central (NE) y peciolo (PE) de la hoja y entrenudos (EN) y tejidos
reproductivos: flores en diferentes estadios de desarrollo de Citrus clementina, utilizados en los
experimentos con micromatrices. B, EI RNA procedente de cada uno de los tejidos vegetativos
se marco con Cy5 y se compard con una mezcla de RNA procedente de todos los tejidos
reproductivos marcado con Cy3. Se realizaron tres réplicas bioldgicas para cada tejido.
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El nimero de unigenes de citricos detectado en los diferentes tejidos
estudiados fue similar, desde un 72% a un 84% de los clones de cDNA de la
micromatriz CIT1. El numero similar de mMRNAs encontrado en cada muestra refleja un
gran solapamiento en los transcritos presentes en los diferentes tejidos. Con objeto de
estimar cuantos unigenes de citricos presentan una expresion similar en todos los
tejidos estudiados se determind el subconjunto de unigenes cuyos valores de
expresion se encontraban comprendidos entre -1.6 y 1.6 ( | log> (Cy5/Cy3) |< 0.678) en
las 15 comparaciones realizadas. Un total de 2,725 unigenes (45% de los contenidos
en la micromatriz CIT1) mostraron niveles de expresion similares en los distintos
tejidos estudiados (Tabla Suplementaria XXI). El analisis de enriquecimiento funcional,
realizado con el programa FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004), de los 2,725 unigenes
comunmente expresados en los distintos tejidos estudiados respecto al conjunto de los
unigenes de citricos representados en la micromatriz CIT1 mostr6 una sobre-
representacion de los genes que codifican proteinas implicadas en los procesos de
‘traduccion’ y de ‘biogénesis y ensamblaje de ribosomas’ (Fig. 32). Este grupo de
unigenes comunmente expresados parece ser esencial para los procesos celulares

fundamentales y podria considerarse como genes housekeeping en citricos.
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Fig. 32. Ontologias génicas de la componente ‘proceso bioldgico’ sobre-representadas
en el conjunto de unigenes comunmente expresados en los distintos tejidos analizados. La
escala de color muestra el nivel de significatividad, considerando ontologias enriquecidas
aquéllas cuyo valor p corregido es inferior a 0.05.
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2.2. Relacién entre los tejidos estudiados segun los perfiles de expresidon génica

Los valores de expresion obtenidos para cada gen, en cada uno de los 5 tejidos
vegetativos estudiados respecto al conjunto de los tejidos reproductivos, se utilizaron
para examinar la relacién existente entre los patrones de expresion génica en los
diferentes tejidos vegetativos mediante el método de agrupamiento jerarquico (Eisen
et al, 1998) utilizando el coeficiente de correlacién de Pearson y ligamiento completo
como parametros. El subconjunto de los unigenes cuya expresidén no cambia
substancialmente en ninguno de los tejidos estudiados (ver apartado anterior) se
excluyd del analisis para obtener un agrupamiento mas robusto. Los algoritmos de
agrupamiento jerarquico construyen un arbol o dendrograma que representa la
estructura jerarquica de los datos, en este caso en base a los valores de expresion
génica, de modo que la longitud de las ramas refleja el grado de similitud entre ellos
(Fig. 33).

T
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Fig. 33. Relaciéon en los patrones de expresidn génica entre los cinco tejidos
vegetativos analizados, raices (RA) y lamina foliar (LA), nervio central (NE) y peciolo (PE) de la
hoja y entrenudo (EN) de brotes vegetativos en desarrollo. El agrupamiento jerarquico se
realizé y visualizé con el programa Acuity (Axon) utilizando el coeficiente de Pearson y
ligamiento completo como parametros sobre los datos de expresién normalizados por Lowess y
expresados en log,. El dendograma refleja la estructura jerarquica de los datos y el mapa de
color representa los valores de expresion para cada gen (fila) y en cada uno de los tejidos
(columna).
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El andlisis de agrupamiento jerarquico mostré que los 4 tejidos vegetativos
procedentes de brotes en desarrollo, lamina foliar, nervio central y peciolo de la hoja y
entrenudos, tienen patrones de expresion génica similares por lo que quedan
agrupados en una rama. En esta rama fue posible distinguir dos subgrupos; el formado
por la lamina y el nervio central de la hoja y el formado por el peciolo de la hoja y el
entrenudo. Sin embargo, el patron de expresidon génica de las raices diverge
considerablemente del grupo anterior (Fig. 33). Estos resultados indican que los tejidos
mas relacionados desde el punto de vista morfolégico y fisiolégico tienen perfiles de
expresion génica similares que los distinguen de otros tejidos. Las principales
diferencias en los perfiles de expresion génica se encuentran entre la raiz y las partes
aéreas y entre los érganos vegetativos y los reproductivos, lo que indica la importancia
de la identidad de tejido en la elaboracién de los mapas transcripcionales. Finalmente,
los resultados obtenidos confirman que la utilizacion de los datos globales de
expresion génica constituye una potente herramienta para inferir jerarquias o

relaciones entre los diferentes 6rganos o tejidos de la planta.

2.3. Identificacion de los genes preferentemente expresados en laraiz

El disefio del experimento de micromatrices planteado (Fig. 31B) para la
identificacion de genes de citricos diferencialmente expresados en los diferentes
tejidos estudiados (Fig. 31A) implica que los genes preferentemente expresados en la
raiz seran aquellos con expresion diferencial tanto frente al conjunto de los tejidos
reproductivos como frente a los diferentes tejidos vegetativos estudiados. La
identificacion de los genes de citricos con expresiéon diferencial en raiz se realizé
mediante dos tipos de analisis SAM (Tusher et al, 2001): 1) analisis SAM de una clase
para la comparacién de la raiz con el conjunto de tejidos reproductivos y 2) analisis
SAM de dos clases para la comparacion de la raiz con el resto de los tejidos
vegetativos, manteniendo un valor de FDR menor al 5% en ambos casos.
Adicionalmente se aplicé un limite de expresion de al menos 1.6 veces de modo que el
analisis fue mas estricto (ver apartado 6.7 de Materiales y Métodos). En estas
condiciones se identificaron un total de 734 unigenes de citricos (12% de los unigenes
de CIT1) expresados diferencialmente en la raiz (Tabla Suplementaria XXIl). De ellos,
622 unigenes (85% del total de unigenes diferencialmente expresados en raiz) fueron
anotados segun la funcién de la proteina de Arabidopsis mas similar (Tabla
Suplementaria XXII). Con objeto de comprender los procesos biolégicos relacionados
con los unigenes diferencialmente expresados en la raiz se obtuvo su anotacion

funcional, basada en GO (Ashburner et al, 2000) (Tabla Suplementaria XXIl) y se
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realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional con la herramienta FatiGO
(Al-Shahrour et al, 2004). El analisis de enriquecimiento funcional mostré6 que no
existia ninguna ontologia génica sobre-representada en ninguno de los tres
componentes de ‘proceso biolégico’, ‘componente celular y ‘funcién molecular’. Sin
embargo, la anotacion GO mostré que la proporcidon de genes implicados en la
respuesta a estrés fue relativamente superior en el conjunto de los genes

diferencialmente expresados en la raiz (Tabla 22).

Tabla 22. Genes diferencialmente expresados en la raiz implicados en la respuesta a estrés

Raiz CIT1
Unigenes de citricos con proteina similar en Arabidopsis 622 4465
Unigenes de citricos con anotacién en 'proceso biolégico' 357 1634
Respuesta a estrés 50 (14%) 150 (9%)
respuesta a estrés osmético 10 (2.8%) 25 (1.5%)
respuesta a estrés oxidativo 14 (4%) 25 (1.5%)
respuesta a estrés salino 8 (2.2%) 20 (1.2%)
respuesta a estrés hidrico 11 (3%) 17 (1%)
Respuesta a toxinas 6 (1.7%) 6 (0.4%)

El conjunto de genes expresados diferencialmente en raiz en respuesta a
estrés osmdético o salino incluyé genes que codifican MAP kinasas, implicadas en la
transduccién de sefial por estrés osmotico; genes que codifican proteinas de dedo de
zinc y genes correspondientes a factores de transcripcion de la familia MYB. Entre los
genes de respuesta a estrés oxidativo se encontraron diversas peroxidasas, catalasas
y proteinas LEA. En particular, se identificaron diversos unigenes de citricos similares
a la proteina LEAS (At4g02380) que mostraron una expresion elevada en raices
(log>>3; Tabla Suplementaria XXIl). En Arabidopsis, la expresion del gen At4g02380
es, asimismo, muy elevada en raiz (Fizames et al, 2004). El grupo de genes de
respuesta a estrés hidrico incluyé dos unigenes que codifican acuaporinas o proteinas
PIP, implicadas en el transporte de agua a través de las membranas celulares. La
secuencia de uno de los unigenes de citricos presentd una similitud elevada con
PIP2.2 (At2g37170). En Arabidopsis, se ha demostrado que el gen PIP2.2 se expresa
predominantemente en raiz y que la proteina PIP2B es una de las isoformas PIP mas
abundantes en la raiz (Javot et al, 2003). El grupo de genes de respuesta a toxinas
diferencialmente expresado en raiz incluyd, principalmente unigenes que codifican
glutation S-transferasas (GSTs), que catalizan la conjugacién de glutation con una
variedad de sustratos electrofilicos, y estan implicadas en la detoxificacion tanto de
compuestos xenobidticos como de compuestos enddgenos toxicos para las células
vegetales. En Arabidopsis, la GST codificada por el gen At2g29420 muestra una

mayor expresion en raices (DeRidder y Goldsbrough, 2006).
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Adicionalmente, el conjunto de unigenes de citricos expresados
diferencialmente en la raiz incluyé genes implicados en el desarrollo de la raiz. La
secuencia del unigen aCL503Contig1 es muy similar al gen RHD2 de Arabidopsis
(At5g51060), que esta implicado en la elongacion de las raices y los pelos radiculares,
proceso esencial en la absorcion de minerales y agua del suelo. En Arabidopsis,
RHD2 se expresa en la epidermis y en la zona de elongacion de la raiz y en los pelos
radiculares en elongacién (Foreman et al, 2003). El unigen aCL8376Contig1
corresponde al gen SOS4 de Arabidopsis (At5g37870), que controla la formacion de
los pelos radiculares y se expresa en dichas estructuras (Shi y Zhu, 2002). Otros
unigenes de citricos similares a SUR2 (At4g31500), relacionado con la formaciéon de
raices adventicias (Sorin et al, 2006) y PGP1 (At2g36910), que interviene en el
transporte de auxinas y se localiza en el apice de la raiz (Geisler et al, 2005) se
encontraron en el conjunto de los unigenes diferencialmente expresados en la raiz.

Los factores de transcripcion (TFs) controlan muchos aspectos del desarrollo
de las plantas pues especifican cuando y donde se expresa un conjunto de genes.
Dado que muchos TFs estan regulados a nivel de la transcripcion, conocer donde se
expresan los genes que codifican TFs resulta de interés para comprender el papel
bioldgico de dichos TFs (Czechowski et al, 2004). La micromatriz CIT1 contiene 197
unigenes de citricos que codifican TFs, lo que supone un 3% del total de unigenes
representados en CIT1 (Anejo Ill). En el conjunto de unigenes expresados
diferencialmente en raices de citricos se identificaron 32 unigenes que codifican TFs
(16% de los representados en CIT1) (Tabla Suplementaria XXIIl). En la Figura 34 se
muestran los valores de expresién, representados como porcentaje de expresion en
cada una de las partes aéreas estudiadas (lamina foliar, nervio central y peciolo de la
hoja, entrenudo y conjunto de tejidos reproductivos) respecto a la expresion obtenida
en la raiz, para 11 unigenes de citricos que codifican TFs. Una de las familias mas
representadas entre los unigenes de citricos diferencialmente expresados en raiz fue
la familia MYB (Fig. 34A). En Arabidopsis, la expresion de la mayoria de los genes
MYB aumenta en respuesta a estrés, por ejemplo, At1g72650, At5g67300 vy
At4g21440 responden a estrés salino (Yanhui et al, 2006). Adicionalmente, se
identificaron unigenes diferencialmente expresados en la raiz que codifican TFs
pertenecientes a otras familias (Fig. 34B). Hasta donde sabemos, no existen trabajos
publicados acerca de la expresion de la mayoria de los genes que codifican los TFs
identificados en este trabajo como diferencialmente expresados en raiz (Tabla
Suplementaria XXIIl). Sin embargo, el hecho de que estos genes se expresen

diferencialmente en la raiz en citricos puede indicar un papel en la regulacion del
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desarrollo o de otros procesos especificos de la raiz. Esta informacién puede constituir

la base para el estudio de las funciones de dichos genes.
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Fig. 34. Porcentaje de expresion en cada una de las partes aéreas estudiadas (lamina
foliar, LA; nervio central de la hoja, NE; entrenudo, EN; peciolo, PE y conjunto de tejidos
reproductivos, REP) respecto a la expresion obtenida en la raiz para los siguientes genes de
citricos que codifican factores de transcripcién de la familia MYB (A) y de las familias C2C2-
Dof, C3HC4, bHLH, ERF, WRK y C2H2 (B).

2.4. ldentificacion de los genes preferentemente expresados en los tejidos

reproductivos

La identificacion de los genes diferencialmente expresados en los tejidos
reproductivos se llevd a cabo siguiendo la misma metodologia descrita en el apartado
anterior. Los analisis SAM realizados permitieron identificar un total de 238 unigenes

de citricos (4% de los unigenes de CIT1) expresados diferencialmente en el conjunto
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de los tejidos reproductivos de citricos estudiados (Tabla Suplementaria XXIV). El
analisis de enriquecimiento funcional, realizado con el programa FatiGO (Al-Shahrour
et al, 2004), de este grupo de genes respecto al conjunto de los unigenes
representados en la micromatriz CIT1 mostré que las GO no redundantes de
‘desarrollo del carpelo’ (GO:0048440, p = 9-10°) ‘biosintesis de &cidos grasos’
(GO:0006633, p = 4:10%) y ‘transporte de lipidos’ (GO:0006869, p = 2:10°) estaban
significativamente sobre-representadas en el conjunto de unigenes diferencialmente

expresados en los tejidos reproductivos (Fig. 35).
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Fig. 35. Ontologias génicas de la componente ‘proceso bioldgico’ sobre-representadas
en el conjunto de unigenes expresados diferencialmente en los tejidos reproductivos. La escala
de color muestra el nivel de significatividad, considerando ontologias enriquecidas aquéllas
cuyo valor p corregido es inferior a 0.05.

Las GO relacionadas con el desarrollo floral (Fig. 35) incluyeron los unigenes
de citricos implicados en especificar la identidad de los 6rganos florales como
agamous (AG, aCL2625Contig1), pistillata (Pl, aC20007B02), sepallata 3 (SEP3,

aCL176Contig1) y los relacionados con el desarrollo del carpelo como shatterproof 1
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(SHP1, aCL4207Contig1) y crabs claw (CRC, C20019G10) (Tabla Suplementaria
XXIV). Los patrones de expresion de estos genes en los distintos tejidos estudiados
mostraron, como era de esperar, una expresion diferencial en el conjunto de los tejidos
reproductivos (Fig. 36). Sin embargo, los patrones de expresion de otros genes
implicados en el desarrollo floral (como apetala, leafy, cauliflower o terminal flower 1,
entre otros) no pudieron ser evaluados porque estos genes no se encuentran

representados en la micromatriz CIT1.
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Fig. 36. Porcentaje de expresion en cada uno de los tejidos vegetativos analizados
(lamina foliar, NA; nervio central de la hoja, NE; entrenudo, EN; peciolo, PE y raiz, RA) respecto
al conjunto de los tejidos reproductivos para los siguientes genes de citricos implicados en el
desarrollo floral: AG (aCL2625Contig1), Pl (aC20007B02), SEP3 (aCL176Contig1), SHP1
(aCL4207Contig1) y CRC (C20019G10).

Recientemente, se ha estudiado la expresion de los siguientes genes de
citricos implicados en la floracion: leafy, apetalal, terminal flower 1, y diversos
homologos a flowering locus T (Nishikawa et al, 2007). Sin embargo, los genes
implicados en especificar la identidad de los érganos florales como agamous, pistillata,
sepallata 3 y los relacionados con el desarrollo del carpelo como shatterproof 1 y crabs
claw no habian sido identificados previamente en citricos.

Adicionalmente, el analisis de enriquecimiento funcional mostré que las GO
correspondientes a la biosintesis de acidos grasos y al transporte de lipidos estaban
significativamente sobre-representadas en los tejidos reproductivos (Fig. 35; Tabla
Suplementaria XXIV). La ontologia génica de biosintesis de acidos grasos incluyo los
genes CER1, que en Arabidopsis esta relacionado con la fertilizadad del polen (Aarts
et al, 1995) y JMT, cuya expresiéon es elevada en flores de Arabidopsis (Seo et al,
2001). La sintesis y el almacenamiento de lipidos son procesos de conocida

importancia durante la microsporogénesis y el desarrollo del polen (Ferreira et al,
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1997), lo que resulta coherente con la sobre-representacion de los genes implicados
en la biosintesis de acidos grasos en los tejidos reproductivos de citricos. La categoria
de ‘transporte de lipidos’ incluyd, principalmente, genes que codifican proteinas de
transferencia de lipidos (LTPs) (Tabla Suplementaria XXIV). Las LTPs constituyen un
grupo de proteinas abundantes en plantas. La capacidad de union de las LTPs con
acidos grasos y de transferencia de fosfolipidos entre membranas ha sido demostrada
in vitro pero su funcién bioldgica todavia no se conoce. Sin embargo, se ha sugerido
un posible papel en el ensamblaje de la cutina y las ceras y en la defensa de las
plantas frente al ataque por patégenos (Arondel et al, 2000). La caracterizacion de la
expresion de los miembros de la familia LTP en Arabidopsis ha mostrado una
expresion elevada en flores (Clark y Bohnert, 1999; Arondel et al, 2000). La
identificacion de los unigenes de citricos que codifican LTPs como diferencialmente
expresados en tejidos reproductivos resulta consistente con los estudios de expresion
realizados previamente en Arabidopsis.

Finalmente, en el conjunto de unigenes diferencialmente expresados en los
tejidos reproductivos de citricos se identificaron diversos TFs (Tabla Suplementaria
XXII). En la Figura 37 se muestran los valores de expresion, representados como
porcentaje de expresion en cada uno de los tejidos estudiados (ldmina foliar, nervio
central y peciolo de la hoja, entrenudo y raiz) respecto a la expresion obtenida en el

conjunto de los tejidos reproductivos, para 6 unigenes de citricos que codifican TFs.
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Fig. 37. Porcentaje de expresion en cada uno de los tejidos vegetativos analizados
(lamina foliar, NA; nervio central de la hoja, NE; entrenudo, EN; peciolo, PE y raiz, RA) respecto
a la expresion obtenida en el conjunto de los tejidos reproductivos para los siguientes genes de
citricos que codifican factores de transcripciéon de la familia NAC: aCL728Contig2 y
aCL35Contig3; de la subfamilia MIF (aCL9040Contig1) y de la familia MYB: aC04018B08,
aCL6070Contig1 y aCL7866Contig1.
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La familia MYB de TFs es una de las mas extensas en plantas, con 198
miembros en Arabidopsis. En los ultimos afios, los genes de dicha familia MYB han
sido implicados en diversos procesos fisioldgicos y bioquimicos (Yanhui et al, 2006).
Sin embargo, para muchos de los miembros de la familia todavia no se dispone de
informacion funcional. La secuencia del unigen de citricos aCL6070Contig1 fue similar
a la del gen MYB21 (At3g27810) de Arabidopsis, especie en la que se ha demostrado
que dicho gen codifica un TF especifico de flor (Shin et al, 2002) y regula importantes
aspectos de la respuesta a jasmonato durante el desarrollo de los estambres
(Mandaokar et al, 2006). El unigen aCL7866Contig1 mostré una elevada similitud de
secuencia con el gen MYB78 de Arabidopsis. La funcién de dicho gen aun no ha sido
estudiada, pero los patrones de expresidon obtenidos en nuestro trabajo muestran una
clara expresion diferencial en tejidos reproductivos de citricos. La secuencia del unigen
aCL9040Contig1 fue similar al gen MIF2 de Arabidopsis, cuya expresion es elevada en
flores y frutos (Hu y Ma, 2006). La identificacion de nuevos TFs diferencialmente
expresados en los tejidos reproductivos supone la base para el estudio de su posible

papel en la regulacién del desarrollo reproductivo en citricos.

2.5. Ildentificacion de los genes preferentemente expresados en los tejidos

vegetativos

La identificacion de los genes de citricos con expresion diferencial en tejidos
vegetativos se realizd6 mediante dos tipos de andlisis SAM (Tusher et al, 2001):
1) analisis SAM de una clase para la comparacion del conjunto de tejidos vegetativos
con el conjunto de tejidos reproductivos y 2) analisis SAM de dos clases para la
comparacion del conjunto de tejidos vegetativos con la raiz, manteniendo un valor de
FDR menor al 5% en ambos casos. Adicionalmente se aplicé un limite de expresion de
al menos 1.6 veces de modo que el analisis fue mas estricto (ver apartado 6.7 de
Materiales y Métodos). En estas condiciones se identificaron un total de 185 unigenes
de citricos (3% de los unigenes de CIT1) expresados diferencialmente en tejidos
vegetativos (Tabla Suplementaria XXV). El analisis de enriquecimiento funcional,
realizado con el programa FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004), mostr6 una sobre-
representacion significativa de los genes implicados en la GO no redundante de
‘transporte fotosintético de electrones en el fotosistema I’ (GO:0009773, p = 1:10?)
(Fig. 38). Los genes relacionados con la cadena de transporte electrénico, como los
que codifican las diferentes subunidades de los fotosistemas | y Il, ferredoxina o

plastocianina, junto a los que codifican diferentes proteinas de unidén a clorofila
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mostraron, como cabia esperar, una expresién diferencial en los tejidos vegetativos
(Tabla Suplementaria XXV).
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Fig. 38. Ontologias génicas de la componente ‘proceso biolégico’ sobre-representadas
en el conjunto de unigenes expresados diferencialmente en los tejidos vegetativos. La escala
de color muestra el nivel de significatividad, considerando ontologias enriquecidas aquéllas
cuyo valor p corregido es inferior a 0.05.

En el conjunto de unigenes expresados diferencialmente en tejidos vegetativos
se identificaron 4 unigenes que codifican TFs y reguladores de la transcripcion (2% de
los TFs representados en CIT1) (Tabla Suplementaria XXIIl). La secuencia del unigen
aCL2656Contig1 fue similar al gen CCAL. En Arabidopsis, la mayor expresion de este
gen se encuentra en hojas (Wang et al, 1997). El unigen aCL6460Contig1 mostré una
secuencia similar al gen ICU4, que esta implicado en la morfogénesis de las hojas en
Arabidopsis (Serrano-Cartagena et al, 2000). El unigen aCL198Contig1 corresponde
con el gen XERICO, un regulador del metabolismo de ABA cuya expresion es mayor
en el meristemo apical del brote (Ko et al, 2006). En cuanto a los genes expresados
diferencialmente en entrenudos o en hojas (ver apartado 1.2), cabe senalar que
ninguno de ellos, excepto el unigen aCL11Contig1, que codifica una proteina

relacionada con lectina, mostré una expresion diferencial en tejidos vegetativos.
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Regulacién del transcriptoma de citricos por giberelinas

1. CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA DE ENTRENUDOS DE PLANTAS
TRANSGENICAS DE CITRICOS QUE SOBRE-EXPRESAN UNA GA 20-oxidasa

1.1. La sobre-expresién en sentido y en antisentido del gen CcGA200x1 modifica

los niveles de transcritos endégenos de CcGA200x1

Las plantas transgénicas de citrange Carrizo, un importante patrén de citricos,
que sobre-expresan un gen de citricos que codifica una GA 20-oxidasa (CcGA200x1),
tanto en sentido como en antisentido, muestran una arquitectura modificada que se
correlaciona con mayores (sentido) o menores (antisentido) niveles de GAs (Fagoaga
et al, 2007). En este trabajo se seleccionaron dos lineas representativas; la linea S23,
de sobre-expresion de CcGA200x1 en sentido y la linea A4, que sobre-expresa dicho
gen en antisentido. El contenido de GA; en estas lineas esta significativamente
alterado en brotes en desarrollo, de modo que mientras los niveles de GA; en el
control son de 8.0 ng/g peso fresco, en las plantas S23 y A4 son de 22.3 ng/g peso
fresco y 4.6 ng/g peso fresco, respectivamente (Fagoaga et al, 2007). En concreto, se
estudiaron los entrenudos procedentes de brotes jévenes de estas plantas porque se
sabe que el crecimiento de estos érganos depende de GAs (Reid y Howell, 1995;
Israelsson et al, 2004; Sun, 2004).

Previamente a la caracterizacion del transcriptoma de estas plantas, se
confirmé que las lineas transgénicas seleccionadas en este trabajo contenian niveles
elevados de transcritos correspondientes al transgén CcGA20o0x1 (Fig. 39A). Los
niveles de transcritos de CcGA200x1 en la linea S23 fueron 11 veces superiores a los
obtenidos en las plantas control. Asimismo, se observdé un aumento de 13 veces en la
linea A4 respecto a los niveles de transcritos de CcGA200x1 obtenidos en las plantas
control. Por otro lado, se analizaron mediante RT-PCR los niveles endogenos de
transcritos de CcGA200x1 utilizando una secuencia de la region 3’ no codificante del
gen que no esta incluida en el transgén (Fig. 39B). En la linea S23 no fue posible
detectar los transcritos correspondientes al gen CcGA200x1 endbégeno; probablemente
como resultado del mecanismo de regulacion por retroalimentacion negativa que,
previamente se ha mostrado que regula la transcripcion de este gen utilizando
aplicaciones de GA; y paclobutrazol (Vidal et al, 2003). En el caso de la linea A4, la
reduccion observada en los niveles enddégenos de transcritos de CcGA20ox1 fue
variable entre las réplicas biologicas, con una reduccién promedio del 50% (Fig. 39B).
El mismo tipo de material que el descrito en este analisis se utilizé para evaluar los

cambios de expresion génica en las lineas transgénicas seleccionadas.
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Fig. 39. Niveles de transcritos del transgén CcGA200x1 (A) y del gen CcGA200x1
endogeno (B) en tres réplicas bioldgicas de las lineas representativas de sobre-expresion en
sentido (S23), en antisentido (A4) y en la linea control (C). Los niveles de transcritos se
determinaron mediante RT-PCR semicuantitativa tal como se describe en el apartado 7.2 de
Materiales y Métodos, utilizando una actina de citricos (CX289161) como control interno.
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1.2. La sobre-expresion en sentido del gen CcGA200x1 causa un remodelado

substancial del transcriptoma

La caracterizacién del transcriptoma de plantas transgénicas de citricos que
presentan niveles modificados de GA (por sobre-expresiéon en sentido y en antisentido
del gen CcGA200x1), y por tanto una arquitectura de la planta modificada (Fig. 40A)
(Fagoaga et al, 2007), se llevo a cabo utilizando la micromatriz CIT1 (Forment et al,
2005; ver apartado 5 de Materiales y Métodos). El disefio del experimento consistio en
comparaciones directas, es decir, las muestras procedentes de las plantas que sobre-
expresan el gen CcGA20ox1 se compararon con los controles, plantas transformadas
con el vector vacio, en la misma micromatriz (Fig. 40B). Se realizaron tres réplicas
biolégicas, cada una de ellas compuesta de tres entrenudos procedentes de brotes
jovenes en desarrollo de la linea representativa de sobre-expresiéon en sentido (S23) o
en antisentido (A4). El RNA de entrenudos de brotes jovenes en desarrollo de plantas
transformadas con el vector vacio (plantas control) se junté y se utiliz6 como referencia
con significado bioldgico. Los criterios de disefio se especifican con mas detalle en el

apartado 6 de Materiales y Métodos.
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Fig. 40. Disefo del experimento. A, El transcriptoma de las plantas transgénicas que
sobre-expresan el gen CcGA200x1 se analizé a partir de los entrenudos de brotes en
desarrollo de las lineas S23 y A4. B, Las muestras procedentes de las lineas transgénicas se
marcaron con el compuesto fluorescente Cy5 y se compararon con las procedentes de plantas
control, marcadas con Cy3, mediante la co-hibridacién en la misma micromatriz. Se realizaron
tres réplicas biolégicas para cada comparacion directa.

La Figura 41A muestra los diagramas de caja del log, de los cocientes de
expresion (Cy5/Cy3) tras la normalizacién de los datos con la funcién Lowess (Yang
et al, 2002; ver apartado 6.5 de Materiales y Métodos) para cada una de las tres
réplicas correspondientes a la linea de sobre-expresién en sentido (S1, S2, S3) y en
antisentido (A1, A2, A3). Los diagramas de caja mostraron una dispersion muy similar
en cada grupo de datos, lo que refleja una buena reproducibilidad en cada uno de los
dos grupos de réplicas. Las réplicas de la linea A4 presentaron una amplitud menor
que las réplicas de la linea S23, lo que indica que los cambios en el transcriptoma
correspondientes a la linea en antisentido son menores que los observados para la
linea en sentido. La representacion de los datos de expresion correspondientes a
ambos grupos de réplicas mediante ‘graficos de volcan’ confirmé esta observacion
(Fig. 41B). Los ‘graficos de volcan’ representan, para cada uno de los genes de la
micromatriz, la relacién entre los cocientes de expresién y los valores de probabilidad
de que las diferencias observadas ocurran por casualidad (valor p), de modo que los
sectores superior izquierdo y derecho incluyen los cambios de expresion
estadisticamente significativos. El grafico correspondiente a las réplicas de la linea en
sentido mostré un elevado numero de datos en dichos sectores mientras que
aparecieron casi vacios en el caso de las réplicas correspondientes a la sobre-
expresion en antisentido de CcGA200x1 (Fig. 41B). Por tanto, como era de esperar, se
observd un elevado numero de genes expresados diferencialmente en la linea S23
mientras que no se encontraron diferencias significativas entre el transcriptoma de la
linea A4 y del control. La ausencia de cambios en el transcriptoma de la linea A4

puede deberse a la relativamente baja reduccion del contenido de GAs en estas
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plantas (8.0 ng/g peso fresco en el control frente a 4.6 ng/g peso fresco en la linea A4,
Fagoaga et al, 2007). Por lo tanto, s6lo se describiran los resultados obtenidos con las
plantas que sobre-expresan el gen CcGA200x1 en sentido, en adelante, plantas
CcGA200x.
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Fig. 41. Cambios globales en la expresién génica de entrenudos de citrange Carrizo
que sobre-expresan el gen CcGA200x1 en sentido y en antisentido. A, Los diagramas de caja
muestran la distribucién del log, del cociente de intensidades tras la normalizacion Lowess para
cada una de las tres réplicas en sentido (S1, S2, S3) y de las tres en antisentido (A1, A2, A3).
B, Los graficos de volcan representan el efecto de la sobre-expresion del gen CcGA200x1 en
sentido (S) y en antisentido (A). El eje x muestra el promedio de la expresion relativa entre las
plantas transgénicas y los controles en las tres réplicas, expresado en log,. El eje y muestra la
significatividad de la t de Student. La linea horizontal representan el umbral de p=0.05y la barra
vertical los cambios de expresién de dos veces.

En las plantas CcGA200x, se identificaron un total de 1,228 ESTs que
corresponden a 726 unigenes (12% del total de unigenes de la micromatriz CIT1) con
expresion diferencial (p valor del test t de Student corregido segun Benjamini-
Hochberg < 0.05 y un valor de cambio de expresién de al menos 1.6 veces).

Adicionalmente, se detectaron otros 249 clones de cDNA de los cuales no se dispone
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de informacion de secuencia (es decir, no presentan mas de 100 pb de secuencia de
alta calidad) como diferencialmente expresados, pero no se consideraron en los
analisis posteriores. Estos resultados indican que la modificacion genética del
metabolismo de GAs provoca una remodelacion considerable del transcriptoma. En el
total de los genes expresados diferencialmente, 336 (46.3%) correspondieron a genes
inducidos (Tabla Suplementaria XXVI) y 390 (53.7% del total) a genes reprimidos
(Tabla Suplementaria XXVII). El hecho de que ambas proporciones sean similares
sugiere que ambos modos de regulacion, induccidon y represion, tienen una
importancia similar en la respuesta a la sobre-expresion del gen CcGA200x1. Resulta
de interés destacar que un 14.6% de los genes expresados diferencialmente (106) no
mostraron similitud de secuencia significativa con ninguna proteina de Arabidopsis.
Este grupo probablemente incluye los genes especificos de citricos y el valor
relativamente elevado obtenido refleja la importancia de la secuenciacién de ESTs en
diferentes especies vegetales. Algunos de estos genes podrian estar implicados en
funciones o rutas metabdlicas especificas de citricos.

La anotacion de los unigenes expresados diferencialmente (Tablas
Suplementarias XXVI y XXVII) se desarroll6 mediante analisis de similitud de dichas
secuencias, tal como se describe en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. En el
analisis funcional y en la discusion de los unigenes de citricos expresados
diferencialmente, se utiliz6 la proteina de Arabidopsis mas similar para cada unigen,
de modo que fue posible realizar esta asignacion en un 85.4% de los genes
expresados diferencialmente (620 unigenes). Con el objetivo de obtener una vision
mas integrada de los cambios de expresion génica observados y para explorar los
procesos biolégicos en los que los genes expresados diferencialmente se encuentran
implicados, se obtuvo la anotacion funcional del MIPS mediante la herramienta FunCat
(Ruepp et al, 2004; ver Tabla Suplementaria XXVIII para los unigenes inducidos y
Tabla Suplementaria XIX para los unigenes reprimidos). En la mayoria de las
categorias funcionales, la proporcién de genes inducidos fue similar a la proporcion de
genes reprimidos (Tabla 23). Sin embargo, se observé una tendencia hacia la
induccién en las categorias de ‘Energia’ (4.4% frente a 1.8%) e ‘Interaccion con el
Ambiente’ (7.0% frente a 3.9%). Por otro lado, se observé una tendencia hacia la

represion en la categoria de ‘Sintesis de Proteinas’ (1.4% frente a 7.9%).
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Tabla 23. Clasificacion funcional segiin FunCat de los unigenes expresados diferencialmente en
las plantas CcGA200x

CATEGORIA FUNCIONAL

Inducidos  Reprimidos
No. % No. %

01 Metabolismo 73 146 66 10.6
02 Energia 22 4.4 11 1.8
04 Proteinas de Reserva 1 02 - 0.0
10 Ciclo Celular y Procesamiento del DNA 5 1.0 11 1.8
11 Transcripcion 10 2.0 9 1.4
12 Sintesis de Proteinas 7 1.4 49 79
14 Procesado de proteinas (plegamiento, modificacion, destino) 23 4.6 35 5.6
16 Proteinas con Funcién de Unién o Necesidad de Cofactores 60 12.0 99 159
18 Regulacion del Metabolismo 5 1.0 7 1.1
20 Transporte Celular 32 6.4 32 5.1
30 Comunicacién Celular — Transduccion de Sefal 8 1.6 9 1.4
32 Defensa 32 6.4 32 5.1
34 Interaccién con el Ambiente 35 7.0 24 3.9
36 Interaccién Sistémica con el Ambiente 11 2.2 14 2.2
40 Procesado Celular 3 0.6 6 1.0
41 Desarrollo (Sistémico) 8 1.6 13 21
42 Biogénesis de Componentes Celulares 8 1.6 14 2.2
43 Diferenciacion de Tipos Celulares 2 0.4 3 0.5

47 Diferenciacién de Organos - - 3 0.5
70 Localizacién Subcelular 111 222 142 228
77 Localizacion en Organos 3 06 - -

99 Proteinas sin Clasificacion 40 8.0 44 71
TOTAL 499 100.0 623 100.0

Entre los 726 genes expresados diferencialmente, 293 pertenecen a multiples categorias.

Los resultados obtenidos en los analisis de expresion génica con la micromatriz
CIT1 se confirmaron mediante el analisis de la expresion, por RT-PCR con
oligonucledtidos especificos, de 6 unigenes expresados diferencialmente en las
plantas CcGA200x1 y en los controles. Se seleccionaron unigenes relacionados con la
fotosintesis (aCL48Contig1, RuBisCo activasa; y aCL43Contig3, subunidad pequefia
de RuBisCo), con estrés de origen abiético (aCL172Contig2, RD22), con la pared
celular (aCL3307Contig1, xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa), con el
metabolismo secundario (aCL960Contig1, geranilgeranil difosfato sintasa) y un unigen
(aCL8Contig9) cuya secuencia no muestra similitud significativa con ninguna
secuencia de las bases de datos consultadas (ver apartado 4.3 de Materiales y
Métodos). Los niveles de transcritos de los 6 genes examinados (Fig. 42A) mostraron
un alto grado de concordancia con los cambios de expresion génica detectados en el
analisis transcriptomico, que se expresa mediante la buena correlacién (R = 0.96)
obtenida entre ambos métodos (Fig. 42B). Asi pues, los resultados obtenidos mediante
RT-PCR apoyan los generados con la aproximacion transcriptémica utilizando la
micromatriz CIT1, demostrando la reproducibilidad de los datos obtenidos en nuestras

condiciones experimentales.
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Fig. 42. Confirmacion de los datos obtenidos con la micromatriz CIT1 mediante
RT-PCR. A, La expresién de seis unigenes expresados diferencialmente en las plantas
CcGA200x se ha estudiado por RT-PCR semicuantitativa utilizando oligonucleétidos
especificos. El gen utilizado como control interno fue una actina de citricos (CX289161).
aCL8Contig9, sin anotaciéon; aCL172Contig2, RD22; aCL48Contig1, RuBisCo activasa;
aCL3307Contig1, xiloglucano:xiloglucosil transferasa; aCL43Contig3, RuBisCo subunidad
pequefa; aCL960Contig1, geranilgeranil difosfato sintasa; aCL563contig1, actina.
B, Correlacion entre los resultados obtenidos mediante RT-PCR vy analisis transcriptémico para
seis genes expresados diferencialmente en las plantas CcGA200x. Los valores representados
corresponden a la media de tres réplicas bioldgicas + SE.

1.3. La sobre-expresiéon del gen CcGA20ox1 implica la sobre-representacién de

diversas ontologias génicas

Con el objetivo de identificar procesos clave alterados en las plantas
CcGA200x realizamos un andlisis de enriquecimiento funcional en el conjunto de
genes expresados diferencialmente utilizando la herramienta FatiGO (Al-Shahrour
et al, 2004), que esta basada en Ontologias Génicas (GO) (Ashburner et al, 2000), tal

como se describe en el apartado 4.3 Materiales y Métodos.
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Fig. 43. Representacion jerarquica de las ontologias génicas de la componente
‘proceso bioldgico’ significativamente sobre-representados en el conjunto de genes inducidos
(A) y reprimidos (B) realizada a partir de los resultados obtenidos utilizando la herramienta
FatiGO. Las categorias significativas (valor p de un test de Fisher corregido por test multiples
< 0.05) se muestran utilizando una escala de colores de acuerdo a su nivel de significatividad.
Las categorias necesarias para completar la jerarquia se muestran en gris.
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Las categorias GO identificadas como significativamente sobre-representadas
en el conjunto de genes inducidos (Fig. 43A, Tabla Suplementaria XXX) fueron
‘fotosintesis, captacion de luz’ (GO:0009765, p = 0.03) y ‘utilizacion de carbono por
fijacion de diéxido de carbono’ (GO:0015977, p = 0.01), mientras que en el conjunto de
genes reprimidos encontramos sobre-representadas las categorias de ‘biosintesis de
proteinas’ (GO:0006412, p = 4:10°) y ‘biogénesis de ribosomas’ (GO:0007046,
p = 1-10) (Fig. 43B, Tabla Suplementaria XXXI). Las categorias GO correspondientes
a ‘respuesta a agua’ (GO:0009414, p = 0.0677) y ‘biosintesis de la cuticula’
(G0:0042335, p = 0.0677) (Tabla Suplementaria XXX), se encontraron cerca del limite
de significatividad establecido (p < 0.05) por lo que se incluyeron en la Fig. 43A y se

discutiran mas adelante.

1.3.1. Fotosintesis y Utilizacion de Carbono

En las plantas CcGA200x se encontraron inducidos diversos genes incluidos en
las categorias de ‘captacion de luz’ (ej. proteinas de union a clorofila a/b) y en las
reacciones de transferencia de electrones (ej. ferredoxina y fotosistemas | y Il), asi
como en las categorias de ‘generacién de metabolitos precursores y energia’
(ej. glicolato oxidasa, fructosa-bifosfato aldolasa, tioredoxinas y ferredoxinas) y en la
utilizacién de carbono (ej. anhidrasas carbdnicas, RuBisCo y gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasas) (Fig. 43A, Tabla Suplementaria XXX). Dado que la categoria de
‘utilizacion de carbono por fijacion de diéxido de carbono’ aparecio significativamente
sobre-representada, quisimos saber si otros genes del ciclo de Calvin-Benson,
ademas de los presentes en la categoria enriquecida, estaban también inducidos. Tal
como se muestra en la Figura 44, la mayoria de los genes implicados en el ciclo de
Calvin-Benson estaban inducidos en las plantas CcGA200x, incluyendo RuBisCo
(2.7 veces, p < 0.05), GADPH (2.6 veces, p < 0.05), fructosa-bifosfato aldolasa
(3.9 veces, p < 0.05) y fructosa-bifosfatasa (1.9 veces, p < 0.05). Los genes que
codifican fosforibuloquinasa (3.7 veces, p = 0.059) y transquetolasa (1.5 veces,
p < 0.05) se consideraron inducidos, aunque no cumplian los valores establecidos
para identificarlos como diferencialmente expresados. Adicionalmente, dos unigenes
de citricos que codifican RubisCo activasa, enzima que regula la actividad de la
RuBisCo, se encontraron asimismo inducidos (4.8 veces, p < 0.05) en las plantas
CcGA200x. Los posibles cambios en la expresion de otros genes implicados en dicha
ruta, que codifican fosfoglicerato kinasa, sedoheptulosa-bifosfatasa y ribulosa-5-fosfato

isomerasa, no pudieron ser evaluados porque estos genes no se encuentran
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representados en la micromatriz CIT1. Estos resultados sugieren que la sobre-
expresion de CcGA200x1 provoca un aumento en la capacidad de fijacion de carbono

de las plantas transgénicas.

Sedoheptulosa-1,7P,

Sedoheptulosa-
bisfosfatasa

Sedoheptulosa-7P B-D-Fructosa-1,6P,
Transquetolasa
st CICLO DE

o< Transquetolasa
M 1.5; <0.05
Eritrosa-4P

B-D-Fructosa-6P

Ribosa-5P CALVIN-BENSON } Gliceraldehido-3P
Ribulosa-5P
isomerasa
Ribulosa-5P * 1,3-BisP-glicerato
Fosforibulokinasa ! HO Fosfoglicerato
3.7; =0.059 E kinasa

Ribulosa-1,5bisP i Glicerato-3P

CO,

Fig. 44. Cambios en los niveles de transcritos de los genes implicados en el ciclo de
Calvin-Benson en entrenudos de citrange Carrizo entre las plantas CcGA200x y las plantas
control. Los genes diferencialmente expresados (al menos un cambio de expresion de
1.6 veces y un valor p < 0.05) se muestran en cajas de color rojo oscuro. Las cajas de color rojo
mas claro corresponden a genes inducidos aunque no cumplen uno de los dos criterios.

Hasta el momento, no existen evidencias previas que muestren una activacion
transcripcional de los genes relacionados con la fotosintesis y la fijacion de carbono en
plantas transgénicas con el metabolismo de GAs modificado. Sin embargo, diversos
trabajos han sefialado que el contenido de algunas proteinas implicadas en el ciclo de
Calvin-Benson y en la utilizacion de carbono aumenta tras la aplicacién de GA;. Los
niveles de RuBisCo en hojas de haba y soja son mayores tras 1 h de tratamiento con
GA; como resultado de un aumento en la traduccion (Yuan y Xu, 2001). Los niveles de
frutosa-bifosfato aldolasa aumentan en raices de arroz 24 h después de la aplicacién
de GA; (Konishi et al, 2004). Asimismo, la anhidrasa carbdnica (que cataliza la

hidratacion reversible de CO, y, por tanto, la disponibilidad de CO, para RuBisCo)
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aumenta en hojas de Brassica juncea tras el tratamiento con GA; (Hayat et al, 2001).
Ademas, se ha encontrado que RuBisCo activasa tiene propiedades de unién a GAs
(Komatsu et al, 1996) y que su sobre-expresion en arroz promueve un mayor

crecimiento de la planta (Sharma and Komatsu, 2002).

1.3.2. Biosintesis de Proteinas

Las categorias de ‘biosintesis de proteinas’ y ‘biogénesis de ribosomas’
incluyeron, principalmente, genes que codifican proteinas ribosomales (al menos 25
pertenecientes a la subunidad ribosomal 60S y 15 a la subunidad 40S) (Fig. 43B,
Tabla Suplementaria XXXI). Adicionalmente, en la categoria de ‘biosintesis de
proteinas’ se encontraron tres factores de elongacion (Tabla Suplementaria XXXI). La
amplia represiéon de genes que corresponden a estas categorias funcionales sugiere
que la maquinaria de sintesis de proteinas puede estar afectada en las plantas
CcGA200x. Sin embargo, la menor expresién de los genes incluidos en la ‘biosintesis
de proteinas’ y en la ‘biogénesis de ribosomas’ no parece afectar a la sintesis de todas
las proteinas porque al menos las implicadas en la fotosintesis y en la fijacién de
carbono probablemente estdn aumentadas. La reduccion en la expresion de los genes
englobados en estas categorias puede interpretarse como un cambio en el patrén de
sintesis de proteinas. De acuerdo con esta hipotesis, se ha mostrado que, en células
de aleurona de cebada tratadas con GA;3, la sintesis proteica global es modificada para
producir importantes cantidades de a—amilasa y otras proteinas inducidas por GAs,
mientras que la sintesis de otras proteinas queda reducida o detenida (Mozer, 1980;
Jacobsen and Beach, 1985).

La categoria de ‘biosintesis celular también se encontrd sobre-representada en
el conjunto de genes reprimidos en las plantas CcGA20o0x (Fig. 43B), e incluy6 genes
que codifican limoneno sintasa (que cataliza la ciclacién de geranil difosfato en la
biosintesis de monoterpenos), sesquiterpeno sintasa (relacionada con la biosintesis de
sesquiterpenos), y flavonol 3-O-metiltransferasa, chalcona sintasa, y una
oxidoreductasa 2-oxoglutarato-Fe(ll) oxigenasa (estos tres ultimos genes estan
implicados en la biosintesis de flavonoides) (Tabla Suplementaria XXXI). La represion
de todos estos genes es interesante debido a la relevancia de las rutas de biosintesis

de isoprenoides y flavonoides en citricos (Rodrigo y Zacarias, 2006).
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1.4. La activacion transcripcional de los genes relacionados con la fotosintesis

conduce a un aumento en la capacidad fotosintética de las plantas CcGA200x

La induccion global observada en los genes que codifican proteinas de los
fotosistemas y de union a clorofila (Fig. 43A, Tabla Suplementaria XXX), asi como en
los genes implicados en la fijacion de carbono (Fig. 44), nos condujo a la hipotesis de
que estos cambios en la expresidon génica podrian estar asociados a un aumento en la
capacidad fotosintética de las plantas CcGA20ox. Para confirmar esta hipoétesis, se
midié la absorcion neta de CO; en hojas jévenes de plantas CcGA200x y en plantas
control. Como muestra la Tabla 24, la absorcion fotosintética de CO, en hojas jévenes
de plantas CcGA200x fue significativamente mayor que en las plantas control a una
radiacion fotosintética activa (PAR) de 800 y 1,000 pmol'm?s™ mientras que no se
encontraron diferencias significativas a 600 pmol-m?s™ (Tabla 24). Estos resultados
apoyan la conclusion de que, aunque no tenemos datos sobre la produccion de
biomasa de estas plantas, la induccion global de los genes que corresponden a las
categorias GO sobre-representadas de ‘fotosintesis’ y ‘utilizacion de carbono’ en las
plantas CcGA20ox ciertamente tiene un efecto fisioldgico.

El efecto observado de la sobre-expresion de CcGA200x1 sobre la fotosintesis
puede estar relacionado con que el mesdfilo (parénquima en empalizada y esponjoso)
de las hojas de estas plantas es mas compacto (Fagoaga et al, 2007). Resulta
interesante sefalar que, en tabaco, se ha observado un efecto positivo de las GAs
sobre la fotosintesis neta cuando ésta se midié en plantas enteras que sobre-expresan
una GA200x, pero no cuando se midié en hojas individuales (Biemelt et al, 2004). En
este caso, sin embargo, el mesdfilo de las plantas transgénicas no presentaba
diferencias respecto al control. El efecto de las GAs sobre la fotosintesis ha sido
ciertamente controvertido, de modo que algunos autores han encontrado que la
aplicacion de GA; tiene un efecto positivo (Yuan y Xu, 2001; Hayat et al, 2001),
negativo (Dijkstra et al, 1990) o ningun efecto (Cramer et al, 1995). Estos resultados
aparentemente contradictorios pueden ser debidos a los diferentes sistemas
experimentales y métodos utilizados por los autores para determinar la fotosintesis
(Nagel y Lambers, 2002). La sobre-expresion de CcGA200x1 también incrementa
significativamente tanto la conductancia estomatica (gs) como la tasa de transpiracion
(E), con independencia del valor de PAR (Tabla 24). Sin embargo, la eficiencia en el
uso del agua, estimada como el cociente entre Pn/E, fue similar en las plantas
CcGA200x1 y en los controles. Unicamente a un valor de PAR de 1000 este parametro

fue algo inferior en las plantas CcGA200x1.
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1.5. La sobre-expresiéon en sentido del gen CcGA200x1 provoca cambios en los

niveles de expresion de genes especificos

Con el proposito de identificar otros procesos metabdlicos y fisiolégicos
relacionados con el fenotipo de las plantas CcGA200x, resultd de interés examinar los
genes expresados diferencialmente en dichas plantas (Tablas Suplementarias XXVI y

XXVII) que no formaban parte de las categorias enriquecidas descritas anteriormente.

1.5.1. Metabolismo de GAs

Respecto a los genes implicados en el metabolismo de GAs, la micromatriz
CIT1 contiene dos unigenes, aC08003D01 y aC18016F11, cuya secuencia es similar a
GA 2-oxidasa2 de Arabidopsis (GA20x2, At1g30040). Sin embargo, ninguno de ellos
mostré una expresion diferencial ni en las plantas transgénicas ni en los explantes
tratados con GA; comparados con el control. El hecho de que estos unigenes de
citricos no parezcan inducirse por GAs indica que no estan sujetos a la regulacion por
retroalimentacion positiva, contrariamente a lo que sucede con el gen GA20x2 de
Arabidopsis (Thomas et al, 1999). El unico gen del metabolismo de GAs de citricos del
que se conoce su regulacién por retroalimentacion negativa es CcGA20o0x1 (Vidal
et al, 2003), pero este gen no se encuentra en la micromatriz de cDNA de citricos
utilizada en este analisis transcriptémico. Sin embargo, los datos obtenidos mediante
RT-PCR (Fig. 39B) confirmaron que en las plantas CcGA200x la expresién del gen
ennddégeno CcGA200x1 es muy reducida; probablemente como resultado del

mecanismo de regulacion por retroalimentacién negativa.

1.5.2 Biosintesis y modificacion de la pared celular

La pared celular vegetal es una entidad compleja, diversa y dinamica, puesto
que cambia durante los procesos de division, crecimiento y diferenciacién celular. La
dinamica de la pared celular depende de numerosas enzimas Yy proteinas
estructurales, la mayoria de ellas codificadas por familias multigénicas que, con
frecuencia, exhiben perfiles de expresion y funciones fisiologicas diferentes (Imoto
et al, 2005). Las GAs inducen la elongacioén y/o divisién celular y se ha sugerido que
las plantas CcGA20o0x presentan un aumento en las divisiones celulares en los
entrenudos en elongacion (Fagoaga et al, 2007). Por lo tanto, cabia esperar que los
niveles de transcritos correspondientes a las enzimas implicadas en la divisién celular

estuvieran modificados en esas plantas. Sin embargo, en el conjunto de genes
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expresados diferencialmente en las plantas CcGA200x no se observaron genes
relacionados con la division celular sino con la biosintesis y modificacion de la pared
celular. Asi pues, en las plantas CcGA200x se observo la induccion de los unigenes
que codifican una endo-1,4-B-D-glucanasa, requerida para la formacion normal de
celulosa, una proteina similar a celulosa sintasa, implicada en la sintesis de
polisacaridos de la matriz (Cosgrove, 2005), y cuatro B-1,3-glucanasas, que rompen la
callosa, polisacarido abundante en la placa celular de las células en divisién y que
también se deposita tras la exposicion a estrés de tipo abiodtico o bidtico (Scheible y
Pauly, 2004) (Tabla 25). Ademas, se observé la induccion de tres unigenes que
codifican xiloglucano endotransglucosilasa-hidrolasa (XTH), enzima que regula la
extension de la pared celular (Tabla 25). Previamente, se ha descrito un efecto positivo
del tratamiento con GA; tanto en la actividad de XTH (Potter y Fry, 1993; Smith et al,
1996) como en la expresion de XTH (Uozu et al, 2000; Jan et al, 2004). Los resultados
obtenidos indican que la elongacién de los entrenudos de las plantas CcGA200x es
consecuencia de procesos de elongacion celular, resultado tanto de la relajacion de la
pared celular (inducion de genes XTH) como de la sintesis de celulosa (induccion de

endo-1,4-B-D-glucanasa y proteina similar a celulosa sintasa).

Tabla 25. Genes expresados diferencialmente en las plantas CcGA20ox implicados en la
biosintesis y modificacién de la pared celular

Enzi Unigen de Cambiode  Gen de ATH
nzimas e . o
citricos expresion mas similar
Celulosa
Celulosa sintasa-like (GT2) aCL1355Contig1  2.58 At2g32540
Endo-1,4-B-glucanasa, KORRIGAN (GH9) aCL5359Contig1 1.72 At5g49720
Hemicelulosa
Xiloglucano endotransglucosilasa- aCL156Contig1 4.44 At1g14720
hidrolasa (GH16) aCL3307Contig1  3.68 At5g65730
aCL6772Contigt  2.75 At4g37800
aCL6641Contig1 -2.51  At5g13870
Callosa
B-1,3-glucanasa (GH17) aC04017A07 517 At4g16260
aCL20Contig2 3.56 At3g57270
aCL20Contig7 2.62 At3g57270
aCL168Contig3  1.62 At2g27500
aCL2349Contig1 -2.46  At2g16230
Pectina
Pectin metil esterasa (CE8) aCL3567Contig1  3.48 At2g26440
aCL1215Contig1  2.16 At5g20860
aCL120Contig3 -3.20  At3g14310
aCL120Contig2 -2.68  At3g14310
aCL120Contig1 -2.57  At3g14310
aCL1691Contig1 -2.68  At1g11580
Pectato liasa (PL1) aCL3827Contig2 -2.79  At1g04680
aCL4999Contig1 -2.01  At1g04680
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Finalmente, diversos genes que codifican enzimas que modifican pectinas
como pectin metil esterasa (PME) y pectato liasa (PL) se expresaron diferencialmente
(Tabla 25), lo que sugiere que el metabolismo de pectinas pudiera estar alterado en
las plantas CcGA200x. En el xilema en desarrollo de plantas transgénicas de alamo
que sobre-expresan una GA 20-oxidasa de Arabidopsis (AtGA200x1), se ha descrito la
induccién de los genes que codifican PME y PL (Israelsson et al, 2003), lo que indica
que el aumento observado en el crecimiento secundario de esas plantas requiere,
probablemente, una mayor actividad de las enzimas que modifican pectinas. De
acuerdo con esta idea, la represion de los genes PME y PL de citricos podria explicar
la reduccién del desarrollo del xilema observada en las plantas CcGA200x (Fagoaga
et al, 2007).

1.5.3. Biosintesis de lignina

La sobre-expresion del gen AtGA200x1 de Arabidopsis en tabaco produce un
aumento en la expresion de diversos genes implicados en la biosintesis de lignina,
acompanado de un mayor contenido de lignina (Biemelt et al, 2004). Por otro lado, las
plantas transgénicas de alamo que sobre-expresan el gen AtGA200x1 presentan mas
fibras de xilema y de mayor longitud, lo que sugiere que los niveles elevados de GA
estimulan el crecimiento secundario (Eriksson et al, 2000), probablemente asociado a
la mayor deposicion de lignina en la pared celular. En el caso de citricos, no se ha
observado un aumento en el desarrollo del xilema, al menos en brotes jovenes en
desarrollo (Fagoaga et al, 2007). Ademas, entre los genes expresados
diferencialmente en las plantas CcGA200x encontramos 7 unigenes implicados en la
biosintesis de lignina, 3 inducidos y 4 reprimidos (Tabla 26), lo que no nos permite
concluir si estos cambios de expresion conllevan una alteracion en el contenido de

lignina en citricos.

Tabla 26. Genes expresados diferencialmente en la plantas CcGA200x implicados en la
biosintesis de lignina

. Unigen de Cambiode Gen de ATH
Enzimas

Citricos expresion  mas similar

Fenilalanina amonio liasa (PAL) aC02002A11 2.28 At3g10340
Cinamato 4-hidroxilasa (C4H) aCL959Contig1 2.04 At2g30490
4-cumarato-CoA ligasa (4CL) aCL5408Contig1 -1.66  At1g62940
Hidroxicinamoil-CoA siquimato/quinato aCL4633Contig1 -3.07  At5g48930
Hidroxicinamoil transferasa (HCT) aCL6878Contig1 -2.13  At5g48930
aCL602Contig1 -1.89  At5g48930

Cafeoil-CoA O-metiltransferasa (CCoAMT) aCL139Contig2 1.92 At4g34050
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1.5.3. Estrés de origen abidtico

Diversos trabajos sugieren que las GAs podrian estar implicadas en el estrés
originado por diferentes tipos de factores abidticos (Achard et al, 2006; Magome et al,
2004). Puesto que las categorias GO de ‘respuesta a agua’ y ‘biosintesis de la
cuticula’ (proceso alterado por la sequia; Aharoni et al, 2004a) estaban casi
significativamente sobre-representadas en el conjunto de los genes inducidos
(Fig. 43A; Tabla Suplementaria XXX), buscamos genes expresados diferencialmente
en las plantas CcGA20o0x implicados en la respuesta originada por estrés por
desecacion, osmotico, salino y oxidativo (Tabla 27). En el conjunto de genes
expresados diferencialmente en las plantas CcGA200x (Tabla 27) encontramos que
23 unigenes (15 de ellos relacionados con la ‘respuesta a agua’) estaban inducidos
mientras que 11 aparecieron reprimidos. Asi pues, en las plantas CcGA200x se
observd una induccion de los genes que codifican LEA5, dehidrina, delta
1-pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS) y proteinasas tipo cisteina (RD19, RD21). Con
anterioridad a este trabajo, no se habian descrito cambios en la expresién de genes
implicados en estrés por déficit hidrico en plantas con el metabolismo de GAs
modificado. La acumulaciéon de miembros de la familia de dehidrinas y de proteinas
LEA en arroz (Xu et al, 1996), girasol (Cellier et al, 1998), cebada (Zhu et al, 2000) y
trigo (Sivamani et al, 2000; Lopez et al, 2001) asi como la sobre-expresion de delta
1-pirrolina-5-carboxilato sintasa en tabaco (Kavi Kishor et al, 1995) aumenta la
tolerancia a la sequia. Asi pues, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren la
posibilidad de que las plantas CcGA20o0x también puedan mostrar una mayor
tolerancia al estrés originado por déficit hidrico.

La superficie de las plantas esta protegida por la cuticula, una compleja
estructura lipidica compuesta por una capa externa de cera (epicuticular), que
constituye una barrera protectora frente al estrés debido a diferentes factores
ambientales, principalmente a sequia y patogenos (Chen et al, 2003a). De acuerdo
con esta idea, el analisis transcriptomico de Populus en respuesta a estrés originado
por déficit hidrico esta asociado a una regulacién positiva no sélo de la ontologia
génica de ‘respuesta a agua’ sino también de ‘biosintesis de cera’ y ‘biosintesis de la
cuticula’ (Street et al, 2006). En el caso de las plantas de citricos CcGA200x se
encontraron inducidos, ademas de los genes implicados en la respuesta a agua (Tabla
27), otros genes relacionados con lipidos (ej. GDSL lipasas/hidrolasas y acil-ACP
tioesterasa), ceras (Wax2) y biosintesis de la cuticula como la enzima de

condensacion de acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA) y proteinas de
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transferencia de lipidos (LTP) (Tabla 28), lo que sugiere que en estas plantas

probablemente exista una modificacion de la cuticula para evitar la pérdida de agua.

Tabla 27. Genes expresados diferencialmente en las plantas CcGA20ox relacionados con el estrés abidtico

Inducidos
Descripcion Términos GO Uni'g(.an de Camb.i<’) Ge'n de. A.TH
Citricos expresion  mas similar
Familia de proteinas dehidrina Respuesta a agua aCL6Contig16 3.93 At1954410
aCL6Contig7 3.41 At1g54410
aCL6Contig21 3.38 At1g54410
Proteina LEA (LEA5) Respuesta a estrés hidrico aCL9Contig8 2.96 At4g02380
Respuesta a estrés oxidativo aCL6Contig22 2.61 At4902380
Respuesta a ROS aCL9Contig19 2.40 At4g02380
Cisteina proteinasa (RD21) Respuesta a estrés hidrico aCL23Contig3 2.30 At1g47128
aCL23Contig1 213 At1g47128
Delta 1-pirrolina-5-carboxilato Respuesta a estrés hidrico aCL174Contig2 2.47 At2g39800
sintasa (P5CS1) Respuesta a desecacion
Respuesta a estrés salino
Respuesta hiperosmética
Respuesta a ABA
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa Respuesta a estrés hidrico aCL920Contig2 2.16 At3g63520
zeaxantina epoxidasa (ABA1) Respuesta a estrés hidrico aCL1551Contig1 2.18 At5g67030
Respuesta a estrés osmético aCL3421Contig1 1.79 At5g67030
Proteina COR413 Respuesta a estrés hidrico aCL5208Contig1 2.04 At1929395
Respuesta a ABA
Glutation S-transferasa (GST8) Respuesta a estrés hidrico aCL87Contig1 1.97 At1g78380
Respuesta a estrés oxidativo
Cisteina proteinasa (RD19) Respuesta a estrés hidrico aCL96Contig1 1.68 At4g39090
Respuesta a desecacion
Respuesta a estrés osmaético
Respuesta a estrés salino
Proteina RD22 Respuesta a desecacion aCL172Contig1 5.84 At5g25610
Respuesta a estrés salino aCL172Contig2 5.81 At5g25610
Respuesta a ABA
Proteina de dedo de zinc Respuesta a estrés osmético aCL198Contig1 2.18 At2g04240
Respuesta a estrés salino
Sinaptobrevina Respuesta a estrés salino aCL1312Contig1 1.65 At5g22360
Isoflavona reductasa Respuesta a estrés oxidativo aCL4218Contig1 2.90 At1g75280
Peroxidasa 42 (PER42) Respuesta a estrés oxidativo aCL36Contig3 1.73 At4g21960
aCL36Contig2 1.63 At4g21960
Chalcona sintasa (CHS) Respuesta a estrés oxidativo aCL1023Contig1 217 At5g13930
Reprimidos
Factor de transcripcion RD26 Respuesta a estrés hidrico aCL35Contig3 -1.69 AT4G27410
Respuesta a ABA
Lipoxigenasa (LOX2) Respuesta a estrés hidrico aCL241Contig1 -3.83 AT3G45140
Peroxidasa 3 (RCI3) Respuesta a desecacion aCL622Contig2 -3.36 AT1G05260
Respuesta hiperosmotica
Alcohol deshidogenasa (ADH1) Respuesta a estrés osmotico aCL2951Contig1 -2.11 AT1G77120
Factor de transcripcion LHY Respuesta a estrés salino aCL2656Contig1 -1.82 AT1G01060
Respuesta a ABA
Factopr de transcripciéon MYB78 Respuesta a estrés salino aCL7866Contig1 -2.33 AT5G49620
Respuesta a ABA
Proteina TIP Respuesta a estrés salino aCL62Contig1 -2.04 AT2G36830
L-ascorbato peroxidasa 3 (APX3) Respuesta a estrés oxidativo aCL7975Contig1 -1.74 AT4G35000
Peroxidasa Respuesta a estrés oxidativo aCL622Contig1 -2.16 AT5G15180
Chalcona sintasa (CHS) Respuesta a estrés oxidativo aCL27Contig2 -1.92 AT5G13930
Calreticulina 1 (CRT1) Respuesta a estrés oxidativo aCL1164Contig1 -2.34 AT1G56340

Nuestros resultados apoyan la conclusion de que la sobre-expresion del gen
CcGA200x1 en citricos produce una re-programacion transcripcional que coincide

parcialmente con la originada por la sequia (Street et al, 2006). Sin embargo, resulta
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importante sefialar que una diferencia considerable entre la respuesta a sequia y a la
sobre-expresién de GA200x es la reduccion en la fotosintesis observada en el primer

caso (Street et al, 2006), contrariamente al aumento encontrado en el segundo.

Tabla 28. Genes expresados diferencialmente en las plantas CcGA20ox implicados en las rutas de
acidos grasos y lipidos

D L Unigen de Cambio de Gen de ATH
escripcion g . o
Citricos expresion  mas similar
GDSL lipasa/hidrolasa aCL2438Contig1 2.40 At2g04570
aCL273Contig1 1.67 At5g33370
aCL3133Contig2 1.23 At3g16370
aCL3133Contig1 1.17 At3g16370
aC02007G06SK_c  0.84 At3g16370
aC05014A08SK_c -0.95 At5g55050
Acil-tioesterasa aCL2357Contig1 0.71 At1g08510
Biosintesis de glicerolipidos
Glicerol-3-fosfato aciltransferasa aCL288Contig1 1.48 At2g38110
Diacilglicerol aciltransferasa aC04022C03SK_c  0.85 At3g51520
Biosintesis de fosfolipidos
Colina-fosfato citidililtransferasa aCL3347Contig1 -0.70  At2g32260
Inositol-3-fosfato sintasa aCL25Contig1 -1.34  At2g22240
Fosfoetanolamina N-metiltransferasa aCL1819Contig1 -2.26  At3g18000
Biosintesis de glicolipidos
UDP-galactosa:MGDG galactosiltransferasa aC02006F12SK_c -0.76  At4g00550
Biosintesis de acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA)
Enzima de condensacion de VLCFA (CUT1) aCL2743Contig1 1.75 At1g68530
Beta-ketoacil-CoA sintasa (FID) aCL2162Contig1 1.45 At2g26250
Beta-ketoacil-CoA sintasa aC07007G06SK_c  0.94 At5g04530
Transporte de lipidos
Proteina de transferencia de lipidos 1 (LTP1) aC02009H06SK_c¢  0.69 At2g38540
Proteina de transferencia de lipidos 4 (LTP4)  aCL3Contig9 1.45 At5g59310
Proteina de transferencia de lipidos 4 (LTP4) aCL3Contig25 1.44 At5g59310
Proteina de transferencia de lipidos 6 (LTP6) aCL2327Contig1 -1.46  At3g08770
Proteina de transferencia de lipidos (LTP) aCL12Contig7 3.54 At3g18280
aCL12Contig9 2.99 At3g18280
aCL12Contig8 2.67 At3g18280
aCL369Contig2 2.06 At3g18280
aCL2301Contig1 -1.27  At3g18280
aCL595Contig2 -0.79  At2g10940
Biosintesis de ceras
Wax2 aCL2973Contig1 0.99 AT5G57800

El 4cido abscisico (ABA) regula el desarrollo vegetativo en respuesta al estrés
causado por diversos factores ambientales como condiciones de sequia o de elevada
salinidad. Bajo condiciones de estrés por déficit hidrico, el contenido en ABA aumenta
e induce el cierre de los estomas, para evitar la pérdida de agua por transpiracion, a
través de una compleja cascada de sefalizacion (Blatt, 2000). Aunque el contenido en
ABA en las plantas CcGA200x se desconoce, la posibilidad de un aumento del mismo
no parece consistente con la observacidon de que tanto la apertura estomatica
(estimada mediante la conductancia estomatica) como la tasa de transpiracion se

encuentran aumentadas en las hojas de las plantas transgénicas de citricos
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(Tabla 24). Ademas la expresidon de dos genes que codifican las enzimas clave en la
biosintesis de ABA (NCED3 y ABA2; Nambara y Marion-Poll, 2005), presentes en la
micromatriz CIT1, no se viéo afectada (datos no presentados); mientras que tres
factores de transcripcion, que responden a ABA en Arabidopsis (uno de tipo NAC y
dos MYB) se encontraron reprimidos en las plantas CcGA200x (Tabla 27). Por lo tanto,
los cambios de expresion observados en los genes relacionados con estrés por déficit

hidrico no parecen estar mediados por ABA en las plantas CcGA200x.

1.5.5. Estrés de origen bidtico

Diversos tipos de genes relacionados con el estrés producido por factores
bidticos (ej. 6 quitinasas y 10 inhibidores de proteasas de tipo Kunitz) aparecieron
reprimidos en las plantas CcGA200x (Tabla Suplementaria XXVII). Las quitinasas son
conocidas proteinas PR (pathogenesis—related) codificadas por familias multigénicas
(Neuhaus, 1999), y su sobre-expresion en plantas transgénicas pueden aumentar la
proteccion frente a hongos fitopatdogenos (Kim et al, 2003). Nuestros resultados
sugieren que una posible funcién de la produccién de GAs en plantas de arroz
infectadas con Gibberella fujikuroi, que causa una enfermedad llamada ‘bakanae’ que
condujo al descubrimiento de las GAs (Sponsel y Hedden, 2004), podria ser la de
facilitar la infeccion de dicho hongo por una disminucidn en la expresion de las

quitinasas de la planta.

1.5.6 Factores de transcripcién

Los genes que codifican factores de transcripcion constituyen una parte
importante del genoma de los organismos eucariotas, y la mayoria de estos genes
pueden agruparse en diferentes familias génicas segun el tipo de dominio de union al
DNA (Riechmann y Ratcliffe, 2000). Los factores de transcripcion integran la expresion
de otros genes en respuesta a diversos estimulos ambientales y estados de desarrollo,
aunque se desconocen muchos de los genes regulados por los factores de
transcripcion. La Tabla 29 resume los cambios de expresion de los genes de citricos
que codifican posibles factores de transcripcion y que muestran una expresion
diferencial en las plantas CcGA200x, 11 de ellos inducidos y 8 reprimidos.

Muchos de los factores de transcripcion codificados por genes expresados
diferencialmente en las plantas CcGA200x parecen regular procesos relacionados con
las alteraciones fenotipicas observadas en dichas plantas (por ejemplo, cambio en la

arquitectura de la planta y resistencia a estrés). Asi pues, entre los genes inducidos
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que codifican factores de transcripcion encontramos los correspondientes a BEL1-like
homeodomainl (BLH1) (la mutacion de este gen causa una fenotipo enano en
Arabidopsis; Bhatt, 2004), a WRKY (muchos WRKY tienen funciones de regulaciéon en
respuesta a la infeccidn por patégenos y otros tipos de estrés; Eulgem et al, 2000), a
bHLH (en concreto, bHLH062, que responde a diversos tipos de estrés; Heim et al,
2003) y a YABBY.

Tabla 29. Genes expresados diferencialmente en las plantas CcGA200x que codifican posibles factores
de transcripcion

D L Unigen de Cambiode Gen de ATH
escripcion g ;< .
citricos expresion  mas similar

Factor de transcripcion de la familia 11B (TFIIB) aCL656Contig3 2.41 At4g36650

Proteina con un grupo B de alta movilidad (HMGB4) aCL138Contig4 -1.60 At2g17560

Subfamilia relacionada con kinasa CDC2 (AFC1) aCL3136Contig1 -6.77  At3g53570
Familia de Factores de Transcripcion MYB

Factor de transcripcion de la familia Myb (MYB52) aCL5017Contig1 1.94 At1g17950

Factor de transcripcion de la familia Myb (MYB121)  aCL2843Contig1 -3.13  At3g30210

Factor de transcripcion de la familia Myb (MYB78) aCL7866Contig1 -2.33  At5g49620

Factor de transcripcion relacionado con Myb (CCA1) aCL2656Contig1 -1.82  At1g01060
Familia de Factores de Transcripcion CCAAT-HAPS

Heme activated protein (HAP5c) aCL665Contig2 1.92 At1g08970
Familia de Factores de transcripcion C2C2-YABBY

Factor de transcripcion de la familia YABBY aCL4648Contig1 1.78 At2g26580
Familia de Factores de transcripcion Homeobox

BEL1-like homeodomain 1 (BLH1) aCL157Contig1 2.81 At2g35940

BEL1-like homeodomain 1 (BLH1) aCL1577Contig1 1.94 At2g35940

Class Il knotted1-like homeobox (KNAT3) aCL1472Contig1 1.94 At5g25220
Familia de Factores de transcripcion bHLH

Basic helix-loop-helix (bHLH) family protein aCL9380Contig1  1.68 At3g07340
Familia de Factores de transcripcion WRKY

Factor transcripcion de la familia WRKY (WRKY31) aCL1201Contig1  1.64 At4g22070
Familia de Factores de transcripcion ABI3VP1

Factor de transcripcion de la familia B3 (VRN1) aCL7325Contig1 1.70 At3g18990
Familia de Factores de transcripcion bZIP

Factor de transcripcion de la familia bZIP aCL6889Contig1 -5.32  At1g08320
Familia de Factores de transcripcion C2H2

Factor transcripcion familia dedo de zinc (SUF4) aCL335Contig1 -1.62  At1g30970
Familia de Factores de transcripcion NAC

Factor de transcripcién de la familia NAC (RD26) aCL35Contig3 -1.69  At4g27410
Response Regulador Gene Family

pseudo-response regulator 5 (APRR5) aCL5406Contig1 1.60 At5g24470

En el conjunto de genes reprimidos que codifican factores de transcripcion
encontramos una proteina HMGB (high mobility group B) (cuya sobre-expresion en
Arabidopsis altera el crecimiento de la plantula bajo diferentes condiciones de estrés;
Kwak et al, 2007), un factor de transcripcion de tipo NAC (RD26) (implicado en la
respuesta a la desecacion en Arabidopsis; Yamaguchi-Shinozaki et al, 1992) y varios
miembros de la familia de factores de transcripcion de tipo MYB (CCA2 y MYB78 y
MYB121, que responden a estrés salino y a ABA en Arabidopsis, respectivamente;

Yanhui et al, 2006). Recientemente, se ha demostrado que un gen que codifica el
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factor de transcripcién tipo YABBY (YAB1l) de arroz, con elevada similitud de
secuencia al inducido en las plantas CcGA20o0x (Tabla 29), esta implicado en la

regulacion negativa de la biosintesis de GA (Dai et al, 2007).

2. CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA DE ENTRENUDOS DE EXPLANTES
TRATADOS CON GA;

2.1. La aplicacion de GA; a tiempos cortos altera el transcriptoma de los

entrenudos de explantes de citricos

Con objeto de comprender mejor como controlan las GAs el desarrollo de los
brotes vegetativos en citrange Carrizo, se disefid un experimento para conocer como
se ve alterado el transcriptoma tras una aplicaciéon de GA; a tiempos cortos. El
tratamiento con GAj; regula negativamente la expresion del gen CcGA200x1 en
citricos, mientras que el tratamiento con paclobutrazol (PCB) tiene el efecto contrario
(Vidal et al, 2003). La expresion de dicho gen se analizdé, mediante RT-PCR, en
entrenudos procedentes de brotes jovenes de citrange Carrizo, en el mismo estadio de
desarrollo que los utilizados en el analisis del transcriptoma anteriormente descrito,
cultivados en presencia de 10 yM GA; y recogidos 6, 12 y 24 h después del
tratamiento con GAs. Los resultados mostraron una clara reduccion de los niveles de
transcritos de CcGA200x1 tras 24 h de tratamiento con GA; (Fig. 45), lo que indica que
GA; habia sido transportado y metabolizado eficientemente en los explantes tratados
con GA;. Por otro lado, el tratamiento con PCB aumenté ligeramente los niveles de
expresion del gen CcGA200x1 (Fig. 45), aunque el efecto no fue tan claro como el
obsevado con GA;. Por este motivo, en el analisis del transcriptoma se utilizaron

entrenudos procedentes de explantes recogidos tras 24 h de la aplicacién de GAs.

Control GA,10 uM PCB1uM  C-
6 12 24 6 12 24 6 12 24

CcGA200x1

Fig. 45. Analisis de la expresion del gen CcGA200x1 en entrenudos de citrange Carrizo
procedentes de explantes recogidos tras 6, 12 y 24 h del tratamiento con 10 yM de GA; o con
1 uM de PCB. Los niveles de transcrito se determinaron mediante RT-PCR semicuantitativa, tal
como se describe en Materiales y Métodos, utilizando una actina de citricos (CX289161) como
control interno.
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El disefio del experimento de analisis del transcriptoma de entrenudos de
citrange Carrizo procedentes de explantes recogidos a las 24 h del tratamiento con
10 yM GA; consistié en dos comparaciones directas, tiempo 24 h frente a tiempo O h y
tiempo 24 h con tratamiento de GA; frente a tiempo 0 h, de modo que fuera posible
estimar el efecto tiempo y el efecto tratamiento (Fig. 46). Se realizaron 4 réplicas
bioldgicas, cada una de ellas formada por entrenudos procedentes de 5 explantes,
para cada una de las tres condiciones: tiempo 0 h, tiempo 24 h y tiempo 24 h con
tratamiento de GA;. EI RNA de las réplicas bioldgicas correspondientes al tiempo 0 h

se junto y se utilizé como material de referencia (Fig. 46).

L 0“"
N\
e .

Fig. 46. Disefio del experimento. El efecto de la aplicacion de GA; en el transcriptoma
de entrenudos procedentes de brotes en desarrollo de citrange Carrizo se obtuvo de la doble
comparacion ‘muestras procedentes de entrenudos recogidos a las 24 h de la aplicacién de
GA;, marcadas con Cy5, con muestras control, marcadas con Cy3’ y ‘muestras procedentes de
entrenudos recogidos a las 24 h, marcadas con Cy5, con muestras control, marcadas con Cy3'.

La identificacion de los genes expresados diferencialmente se realizé mediante
el analisis SAM (Tusher et al, 2001). Los genes regulados por GAs se identificaron
utilizando un limite de FDR del 5% y un valor de cambio de expresion de al menos 1.6.
De este modo, se identificaron 123 ESTs significativamente reguladas en respuesta al
tratamiento de GA; que correspondieron a 75 unigenes, 26 inducidos y 49 reprimidos
(Tabla 30). Tal como sucedia en el analisis transcriptdmico de las plantas
transgénicas, un 14.7% de los genes expresados diferencialmente (11 genes) no
mostraron similitud de secuencia significativa con ninguna proteina de Arabidopsis
(Tabla 30). En este caso también se realizé un analisis de enriquecimiento funcional
con FatiGO (Al-Shahrour et al, 2004) pero no se encontr6 ninguna categoria
significativamente sobre-representada. Los genes expresados diferencialmente tras el

tratamiento con GA; se clasificaron en categorias MIPS con la intencion de
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comprender su posible funcidn biolégica (Tabla Suplementaria XXXII para los genes
inducidos y Tabla Suplementaria XXXIll para los reprimidos).

Tal como sucedia en las plantas CcGA20o0x (Tabla Suplementaria XXVII),
diversos genes implicados en la sintesis de proteinas (dos que codifican proteinas
ribosomales y uno que codifica un factor de iniciacién de la traduccién) también
aparecieron reprimidos tras la aplicacién de GA; (Tabla 30). Estos resultados apoyan
la idea de que las GAs parecen inducir una traduccion diferencial de las proteinas. Sin
embargo, en contraste con las plantas CcGA200x, no se detecté un aumento en los
transcritos de RuBisCo tras 24h de la aplicacion de GA; utilizando explantes de citricos
cultivados in vitro, asi como de ningun otro gen implicado en la fijacion de carbono.
Esto significa que el aumento de la expresiéon de los genes relacionados con la
fotosintesis y la fijacion de carbono en las plantas CcGA20ox fue, probablemente,
resultado de un efecto a largo plazo de la modificacidon de los niveles de GAs en las

plantas transgénicas.

Tabla 30. Genes expresados diferencialmente tras la aplicacion de GAs

Inducidos
Unigen de Cambio Valor q Gen de Arabidopsis mas similar Valor E
Citricos expresion (%)

aCL32Contig2 4.16 0.211 At1g19640 Acido jasmonico carboxil metiltransferasa (JMT) 3E-79
aCL32Contig1 2.99 0.211-1.137 At1g19640 Acido jasménico carboxil metiltransferasa (JMT) 2E-90
aCL25Contig1 2.79 0.211 At2g22240 Inositol-3-fosfato sintasa (IPS 2) 0
aCL76Contig1 2.55 0.211-3.399 At4g11650 Proteina similar a osmotina (OSM34) 3E-78
aCL2301Contig1  2.42 0.211 At3g18280 Proteina de transferencia de lipidos (LTP) TE-27
aCL5030Contig1  2.29 1.628 At4g11650 Proteina similar a osmotina (OSM34) 3E-86
aCL5853Contig1  2.12 0.600 At1g30820 CTP sintasa 1E-136
aCL3705Contig1  1.87 0.211 At2g01570 Proteina de respuesta a GAs (RGA1) 0
aCL3827Contig2  1.86 0.211 At1g04680 Pectato liasa 1E-102
aCL39Contig3 1.80 0.211

aCL39Contig2 1.79 0.211

aCL23Contig1 1.75 0.211-1.137 At1g47128 Cisteina proteinasa (RD21A) 0
aCL37Contig2 1.74 0.211 At2g32210 Proteina de funcién desconocida 2E-11
aCL39Contig1 1.70 0.211-1.628

aCL23Contig3 1.68 0.211 At1g47128 Cisteina proteinasa (RD21A) 0
aCL12Contig4 1.67 0.211 At5g26330 Plastocianina 2E-20
aCL5Contig2 1.66 0.211

aCL6Contig7 1.65 1.628-2.236 At1g54410 Dehidrina 8E-09
aCL5Contig3 1.64 0.597-0.600 At5g47560 Transportador de malato 0
aCL2773Contig1  1.64 0.211 At2g42590 Proteina 14-3-3 (GRF12) 1E-113
aCL6Contig16 1.64 0.958-3.399 At1g54410 Dehidrina 8E-09
aCL5Contig4 1.62 1.628 At5g05580 Omega-3 acido graso desaturasa (FADS) 6E-60
aCL129Contig1 1.61 1.138 At2g03440 Proteina relacionada con nodulina 6E-07
aCL5Contig7 1.61 0.852 At1g05870 Proteina de funcién desconocida 2E-49
aCL6Contig21 1.61 1.628 At1g54410 Dehidrina 8E-09
aCL4194Contig1  1.60 1.138 At1g77280 Proteina kinasa 0
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Reprimidos

aC08007H11 -4.54 0.211

aCL190Contig4 -3.78 0.211 At1g17860 Proteina de la familia Kunitz 4E-26
aCL10Contig1 -2.04 0.211 At3g12500 Endoquitinasa basica 3E-87
aCL251Contig1 -2.02 0.211

aCL10Contig3  -1.95 0.211 At3g12500 Endoquitinasa basica 1E-100
aCL10Contigd ~ -1.94 0.211-2.356 At3g12500 Endoquitinasa basica 3E-82
aC08001B11 -1.86 0.211 At1g09630 Proteina Ras de union a GTP 5E-25
aCL1Contig33 -1.81 1.483 At1g17860 Proteina de la familia Kunitz 3E-26
aCL11Contig1 -1.81 0.211-1.483 At5g06740 Proteina lectina kinasa 8E-14
aC08008G03 -1.81 0.211 At4g17380 Proteina MSH2 (MSH2) 3E-18
aC08001HO03 -1.79 0.211 At4g09340 Proteina SPRY 2E-20
aCL10Contig7 ~ -1.77  0.363-1.628 At3g12500 Endoquitinasa basica 1E-100
aCL2152Contig1  -1.77 0.211 At1g10840 Factor 3 de iniciacion de la traduccion 1E-164
aC08015B11 -1.74 0.211

aCL11Contig4 -1.73 0.211 At5g03140 Proteina lectina kinasa 3E-08
aCL10Contigd  -1.72  0.211-1.483 At3g12500 Endoquitinasa basica 5E-87
aCL4076Contig1  -1.72 0.211 At2g20340 Tirosina descarboxilasa 1E-170
aCL5231Contig1  -1.71 0.211

aCL7529Contig1  -1.71 0.211 At3g29450 Proteina de funciéon desconocida 4E-09
aCL2797Contig2 -1.68 0.211 At1g04300 Proteina mefrina 3E-57
aCL1Contig10 -1.68 1.628 At1g17860 Proteina de la familia Kunitz 9E-24
aCL4111Contig1  -1.68 0.211 At2g42710 Proteina ribosomal L1 2E-64
aC03002C05 -1.68 0.211 At1g78280 Factor de transcripcion jumoniji (jmjC) 6E-12
aC08013E08 -1.67 0.211

aCL7581Contig1  -1.67 0.211 At1g62710 Enzima vacuolar (beta-VPE) 2E-32
aC02013A07 -1.67 0.211 At5g55760 Regulador transcripcional Sir2 1E-103
aCL6631Contig1  -1.66 0.211 At2g42730 Proteina F-box 2E-19
aCL829Contig1 -1.66 0.211 At1g70540 Inhibidor de invertasa 4E-20
aCL8391Contig1  -1.66 0.211 At5g52590 Proteina RabGAP/TBC 1E-129
aCL7155Contig1  -1.66 0.211 At3g52500 Aspartil proteasa 1E-07
aCL7099Contig1  -1.66 0.211 At3g47160 Proteina de funcién desconocida 4E-46
aCL705Contig1 -1.65 0.597 At39g26740 Proteina de respuesta a luz CCR 6E-30
aC02009D08 -1.65 0.363 At2g26790 Pentatricopéptido (PPR) 1E-26
aCL1656Contig1  -1.65 0.211 At1g49320 Proteina con dominio BURP 1E-57
aC16011H07 -1.65 0.211 At1g01490 Proteina de unién a metales pesados 9E-08
aC02019F03 -1.64 0.211

aC02002A01 -1.64 0.211 At1g21410 Proteina F-box 1E-07
aCL9011Contig1  -1.64 0.211 At5g24560 Proteina F-box 2E-36
aC05004G01 -1.64 0.211

aCL5247Contig1  -1.64 0.211 At3g05590 Proteina ribosomal 60S (RPL18B) 1E-41
aCL16Contig1 -1.64  0.211-0.363 At5g54770 Tiazol (ARAB) 1E-151
aC02019D11 -1.64 0.211 At4g22720 Glicoproteasa M22 2E-20
aCL3781Contig1  -1.63 0.852 At5g42740 Glucosa-6-fosfato isomerasa (PGIC) 1E-131
aC16011E01 -1.62 0.726 At5g65690 Fosfoenolpiruvato carboxikinasa (ATP) 2E-11
aC01009G11 -1.62 0.211 At5g48790 Proteina de funciéon desconocida 8E-56
aCL3172Contig1  -1.62 0.211 At5g41990 Proteina kinasa 1E-60
aCL7137Contig1  -1.62 0.211 At5g59380 Proteina con dominio de union a metil-CpG 3E-06
aCL7667Contig1  -1.61 0.211 At2g35680 Fosfatasa 1E-18
aC08013F08 -1.61 0.211  At3g14290 20S proteasoma (PAE2) 2E-69
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El resultado mas destacado obtenido con los entrenudos tratados con GA; fue
que la mayoria de los genes expresados diferencialmente estaban implicados en
estrés de origen tanto abiético como bidtico (Tabla 30), efecto que también se observo
en el analisis transcriptomico de las plantas CcGA200x. En el caso de los genes
inducidos, se encontré que de un total de 22 genes, 14 de ellos codifican proteinas
implicadas en la respuesta a estrés hidrico (dehidrinas y cisteina proteinasa), en la
percepcion y en la respuesta a la temperatura (inositol-3-fosfato sintasa y omega-3
acido graso desaturasa), y en la respuesta de la planta a estimulos bidticos y defensa
(proteina similar a osmotina). Ademas, los genes correspondientes a dos grupos de
proteinas implicadas en los mecanismos de defensa de la planta (endoquitinasas
basicas y proteinas de la familia Kunitz) estaban reprimidos, tal como sucedia en las
plantas CcGA200x.

Las proteinas DELLA estan localizadas en el nucleo y son reguladores
negativos de la transducciéon de senal de GAs cuya degradacion esta promovida por
las propias GAs (Fleet and Sun, 2005). Recientemente, se ha propuesto que las
proteinas DELLA son integradores de la respuesta a sefiales ambientales en
Arabidopsis (Achard et al, 2006). De acuerdo con esta idea, sugerimos que la sobre-
representacion de genes de respuesta a estrés hidrico (Tabla Suplementaria XXX y
Fig. 43A) asi como la expresion diferencial de otros genes relacionados con el estrés
de origen bidtico (Tabla Suplementaria XXVII y XXXIIl) y abiético (Tabla 27) puede ser
consecuencia de un descenso en el contenido de proteinas DELLA causado por los
niveles elevados de GAs. No obstante, esta hipotesis debe ser confirmada
comprobando los niveles de proteinas DELLA en las plantas CcGA200x.
Desafortunadamente, todavia no se conoce la complejidad de la familia DELLA en
citricos, ni se dispone de herramientas moleculares para evaluar los niveles de
proteinas DELLA en las plantas CcGA200x o en respuesta a estrés en citricos. En
este sentido, resulta interesante destacar que el unigen de citricos aCL3705Contig1,
que codifica una proteina similar a RGA1 de Arabidopsis (At2g01570), no mostré
cambios de expresion en las plantas CcGA200x pero se observd una induccion
significativa en los entrenudos tratados con GA; (Tabla Suplementaria XXXII). Asi
pues, el gen RGAL de citricos parece estar regulado positivamente a nivel de mRNA
tras la aplicacién a tiempos cortos de GAs, de acuerdo con los resultados obtenidos

previamente con el gen OsGAl de arroz (Ogawa et al, 2000).
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CONCLUSIONES

1. La construccion de la genoteca de cDNA Vegl, la generacion de 1,689 ESTs y
el andlisis funcional de dicha coleccién permitié caracterizar los componentes
de la cadena de transporte electrénico y los complejos antena de captacion de
luz en citricos. El andlisis de los datos de expresion puso de manifiesto dos
grupos de genes Lhc; uno que codifica proteinas Lhc abundantes, cuya
expresion fue diferencial en los tejidos vegetativos, y otro que codifica
proteinas Lhc poco abundantes, cuya expresién sélo se detectd en los tejidos
vegetativos bajo condiciones de estrés. Este patrén de expresion parece

indicar una regulacion distinta de los dos grupos de genes Lhc.

2. El analisis funcional de la coleccién de 85,965 ESTs del Proyecto de Genémica
Funcional de Citricos (CFGP) permitié identificar la mayoria de los genes del
metabolismo de isoprenoides y flavonoides en citricos. La mayor parte de los
genes de biosintesis de fitohormonas derivadas de isoprenoides, como
giberelinas, brasinosteroides y acido abscisico no habian sido caracterizados
antes en citricos. Por otro lado, la identificacion de los genes de biosintesis de
monoterpenos y sesquiterpenos, responsables del aroma tanto de las hojas
como del fruto, mostro que la familia de terpeno sintasas en citricos es una de

las mas amplias y diversas en plantas.

3. Los datos de expresion obtenidos en la caracterizacion técnica de la
micromatriz CIT1 demostraron que los resultados derivados de la plataforma de

micromatrices generada en el CFGP son reproducibles.

4. El analisis global de la expresion génica de diferentes tejidos de citricos
mediante la micromatriz CIT1 mostr6 que la raiz es el érgano con un mayor
namero de genes expresado diferencialmente, seguida de los tejidos
reproductivos y los vegetativos, lo que posiblemente refleja la naturaleza mas

especializada de la raiz y de los 6rganos reproductivos.

5. El aumento del contenido de GAs, producido por la sobre-expresion del gen
CcGA200x1 produjo una reorganizacion del transcriptoma en los entrenudos de
citrange Carrizo. En este trabajo, se describe por primera vez que, plantas con
un contenido elevado de GAs poseen una induccién global de los genes

implicados en la fotosintesis y en el ciclo de Calvin. Esta manipulacion genética
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del metabolismo de GAs esta relacionada con un aumento en la capacidad de
fijacion fotosintética de CO, de las plantas transgénicas. La represion general
de los genes relacionados con la sintesis de proteinas y con la biogénesis de
ribosomas, que no habia sido descrita previamente, sugiere que dichos

procesos también estan regulados por GAs.

El andlisis del transcriptoma de entrenudos tras 24 h de aplicacion de GA;
mostrd pocos cambios. La aplicacion a corto plazo de GAz no tuvo efecto sobre
la fotosintesis, por lo que la activacion transcripcional observada en las plantas
transgénicas es, probablemente, el resultado de una adaptacion a largo plazo a
la modificacién del contenido de GAs. Por el contrario, la induccién de genes
relacionados con estrés de origen abiético y la represion de genes implicados
en estrés de origen bidtico fue observada en ambos casos, lo que sugiere que
la regulacion de la expresiéon de estos genes debe ser un efecto temprano del

modo de acciéon de GAs en citricos.
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Anejo I. Anotacion funcional de los unigenes de Vegl segun la proteina de Arabidopsis méas similar

Unigen Cédigo L
de citg:'icos A G? Descripcion Valor E
aCL43Contig3 At5g38410  RuBisCO small subunit 3B (RBCS-3B) 3E-77
aCL705Contig1 At3g26740  light responsive protein-related 6E-30
aCL428Contig1 At4g24220  expressed protein 2E-85
aCL63Contig4 At4g35090 catalase 2 0
aCL14Contig6 At2g34430  chlorophyll A-B binding protein / LHCII type | (LHB1B1) 1E-132
aCL7Contig10 At3g15353  metallothionein protein 1E-17
aCL48Contig2 At2g39730  RuBisCO activase (RA) 0
aCL11Contig1 At5g06740 lectin protein kinase family protein 8E-14
aCL93Contig1 At4g10340  chlorophyll A-B binding protein CP26 (LHCB5) 1E-130
aCL871Contig1 At3g01500 carbonic anhydrase 1 (CA1) 1E-115
aCL241Contig1 At3g45140 lipoxygenase (LOX2) 0
aCL23Contig1 At1g47128  cysteine proteinase (RD21A) 0
aCL2388Contig1 At1g52230  photosystem | reaction center subunit VI (PSI-H) 9E-47
aCL14Contig1 At1g29910  chlorophyll A-B binding protein 2 / LHCII type | (CAB-2) 1E-132
aCL1393Contig1 At2g06520  membrane protein, contains 2 transmembrane domains 1E-19
aCL129Contig1 At2g03440  nodulin-related 6E-07
aCL92Contig1 At2g02400  cinnamoyl-CoA reductase family 1E-129
aCL554Contig1 At4g32940  vacuolar processing enzyme gamma (gamma-VPE) 0
aCL3Contig25 At5g59310 lipid transfer protein 4 (LTP4) 4E-26
aCL223Contig1 At1g55670  photosystem | reaction center subunit V (PSI-G) 7E-58
aCL2238Contig2 At3g47470  chlorophyll A-B binding protein 4 / LHCI type Ill (CAB-4) 1E-128
aCL13Contig1 At3g43810  calmodulin-7 (CAM7) 4E-81
aCL12Contig7 At3g18280  protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 3E-25
aCL117Contig1 At3g50820  extrinsic subunit of photosystem Il (PSBO-2) 1E-153
aCL105Contig2 At4g33010  glycine dehydrogenase (decarboxylating) 0
aCL922Contig1 At4g19860 lecithin:cholesterol acyltransferase family protein (LACT) 0
aCL7Contig9 At3g15353  metallothionein protein 5E-18
aCL79Contig2 At5g19140  auxin/aluminum-responsive protein 1E-108
aCL6Contig3 At1g06680  photosystem Il oxygen-evolving complex 23 (OEC23) 1E-114
aCL6162Contig1 At4g29090 reverse transcriptase 7E-13
aCL5Contig7 At1g05870  expressed protein 2E-49
aCL5Contig32 At2g05100  chlorophyll A-B binding protein / LHCII type Il (LHCB2) 1E-132
aCL5733Contig1 At5g23120  photosystem Il stability/assembly factor (HCF136) 7E-48
aCL4630Contig1 At3g49340  cysteine proteinase 2E-91
aCL460Contig1 At1g73230  nascent polypeptide-associated complex (NAC) 1E-65
aCL3Contig22 At5g01750  expressed protein 7E-69
aCL3Contig1 At1g60710  aldo/keto reductase family protein 1E-149
aCL3244Contig1 At3g44850  protein kinase-related 0
aCL3176Contig1 At1g09340  expressed protein 0
aCL3117Contig1 At5g26742  similar to DEAD box RNA helicase 0
aCL247Contig1 At1g61520  chlorophyll A-B binding protein / LHCI type Il (LHCA3.1) 1E-122
aCL242Contig1 At3g61470  chlorophyll A-B binding protein (LHCAZ2) 1E-120
aCL2090Contig1 At3g51880  high mobility group protein alpha (HMGalpha) 7E-32
aCL1995Contig2 At1g17745  similar to D-3-phosphoglycerate dehydrogenase (3-PGDH) 1E-176
aCL193Contig3 At1g75270  dehydroascorbate reductase 3E-95
aCL158Contig1 At2g19900 encodes the malic enzyme (NADP-ME1) 0
aCL1455Contig1 At5g10980  histone H3 5E-66
aCL12Contig10 At2g16600  peptidyl-prolyl cis-trans isomerase / cyclophilin 5E-77
aCL1215Contig1 At5g20860  pectinesterase family protein 1E-126
aCL1042Contig1 AtCg00150  ATPase a subunit (ATPI) 1E-108
aCL1030Contig1 At5g54770  thiazole biosynthetic enzyme (ARAB) (THI1) (THI4) 1E-150
aCL9Contig8 At4g02380 late embryogenesis abundant 3 family protein (LEA3) 1E-14
aCL973Contig1 At5g47390  myb family transcription factor 1E-114
aCL924Contig1 At1g06870  signal peptidase 4E-34
aCL9187Contig1 At1g03940 transferase family protein 9E-21
aCL9162Contig1 At2g06925  phospholipase A2 family protein 1E-20
aCL835Contig2 At4g13930  glycine hydroxymethyltransferase 0
aCL756Contig1 At1g20340  plastocyanin 9E-49
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aCL7530Contig1 At5g50810  mitochondrial import inner membrane translocase (TIM8) 6E-28
aCL7518Contig1 At1g18070  similar to elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha) 2E-47
aCL7268Contig1 At1g51590  similar to mannosyl-oligosaccharide 1,2-a-mannosidase 1E-146
aCL6Contig7 At1g54410  dehydrin family protein 8E-09
aCL6Contig1 At1g06680  photosystem Il oxygen-evolving complex 23 (OEC23) 3E-67
aCL6782Contig1 At4g18130  phytochrome E (PHYE) 2E-14
aCL6673Contig1 At1g08820  similar to vesicle-associated membrane protein (VAMP) 1E-11
aCL655Contig1 At1g74470  geranylgeranyl reductase 0
aCL642Contig1 At3g26650 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A (GAPA) 9E-47
aCL63Contig2 At4g35090 catalase 2 0
aCL5Contig16 At2g21660  glycine-rich RNA-binding protein (GRP7) 8E-36
aCL5703Contig1 At5g25080  expressed protein 4E-59
aCL5670Contig1 At3g57540  remorin family protein 4E-13
aCL5624Contig1 At3g19170  Zinc metalloprotease pitrilysin subfamily A 9E-60
aCL5533Contig1 At2g18690  expressed protein 1E-15
aCL551Contig1 At2g36690  oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein 4E-68
aCL5365Contig1 At5g49945  expressed protein 3E-13
aCL5084Contig1 At5g13630  magnesium-chelatase subunit chiIH (CHLH) 1E-159
aCL4995Contig1 At2g04360  expressed protein 1E-94
aCL48Contig1 At2g39730  RuBisCO activase (RA) 4E-60
aCL4866Contig1 At1g06460  31.2 kDa small heat shock family protein (hsp20) 4E-42
aCL4648Contig1 At2g26580  plant-specific transcription factor YABBY family protein 6E-18
aCL4590Contig1 At5g60160  aspartyl aminopeptidase 1E-103
aCL44Contig1 At5g61820  expressed protein 1E-144
aCL43Contig4 At1g67090  RuBisCO small subunit 1A (RBCS-1A) 1E-77
aCL4074Contig1 At5g22580  expressed protein 1E-33
aCL402Contig1 At5g43940  alcohol dehydrogenase class Ill (ADHIII) 0
aCL3Contig2 At1g28330 dormancy-associated protein (DRM1) 7E-39
aCL3Contig11 At1g28330 dormancy-associated protein (DRM1) 1E-38
aCL3890Contig1 At3g17930  expressed protein 2E-27
aCL36Contig2 At4g21960  peroxidase 42 (PER42) (P42) (PRXR1) 1E-157
aCL369Contig2 At3g18280  protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 6E-24
aCL369Contig1 At3g18280  protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 1E-23
aCL3263Contig1 At4g37300  expressed protein 2E-24
aCL314Contig1 At5g20700  senescence-associated protein-related (SAG102) 3E-31
aCL3089Contig1 At2g17800  Rac-like GTP-binding protein ARAC1/ATGP2 5E-98
aCL2970Contig1 At4g00660  DEAD/DEAH box helicase 0
aCL289Contig1 At1g78680 gamma-glutamyl hydrolase (GGH2) 1E-139
aCL2887Contig1 At4g33380  expressed protein 1E-113
aCL281Contig3 At1g42970  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B (GAPB) 1E-122
aCL2578Contig1 At3g56940 dicarboxylate diiron protein, putative (CRD1) 1E-141
aCL245Contig2 At1g56220  dormancy/auxin associated family protein 1E-26
aCL23Contig3 At1g47128  cysteine proteinase (RD21A) 0
aCL2337Contig1 At5g19620  outer membrane OMP85 family protein 1E-123
aCL21Contig2 At5g60390  elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha) 0
aCL19Contig7 At1g64230  similar to ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa 9 (UBC9) 5E-84
aCL19Contig2 At1g51200  zinc finger (AN1-like) family protein 5E-58
aCL1971Contig1 At5g64040  photosystem | reaction center subunit PSI-N 3E-54
aCL189Contig1 At3g52880  monodehydroascorbate reductase (NADH) 0
aCL1811Contig1 At5g05690  cytochrome P450 90A1 (CYP90A1) 0
aCL1730Contig2 At2g27680  aldo/keto reductase family protein 1E-133
aCL172Contig1 At5g25610  dehydration-responsive protein (RD22) 6E-42
aCL164Contig2 At3g29075  glycine-rich protein 2E-23
aCL15Contig1 At1g50570  similar to C2 domain-containing protein 1E-21
aCL1583Contig1 At1g54680  expressed protein 4E-60
aCL1543Contig1 At2g21580  similar to 40S ribosomal protein S25 (RPS25E) 3E-31
aCL1513Contig1 At3g21055  photosystem Il 5 kD protein (PSII-T) 5E-14
aCL148Contig2 At1g79040  photosystem Il 10 kDa polypeptide (PsbR) 5E-48
aCL1448Contig1 At2g30980  shaggy-related protein kinase delta (ASK4) 0
aCL1433Contig1 At5g42820 U2 snRNP auxiliary factor small subunit 3E-12
aCL13Contig4 At5g60360  cysteine proteinase / AALP protein 1E-165
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aCL139Contig1
aCL138Contig3
aCL1328Contig1
aCL1306Contig1
aCL12Contig8
aCL1263Contig1
aCL1214Contig1
aCL117Contig2
aCL10Contig8
aCL105Contig1
aCL1019Contig2
aCL9Contig4
aCL9Contig21
aCL9Contig20
aCL9Contig16
aCL9Contig10
aCL971Contig1
aCL970Contig2
aCL95Contig4
aCL95Contig1
aCL956Contig3
aCL955Contig2
aCL9469Contig1
aCL9463Contig1
aCL9405Contig1
aCL9386Contig1
aCL936Contig1
aCL9367Contig1
aCL9335Contig1
aCL932Contig1
aCL931Contig1
aCL9319Contig1
aCL9312Contig1
aCL9295Contig1
aCL9283Contig1
aCL926Contig3
aCL9235Contig1
aCL914Contig1
aCL9142Contig1
aCL912Contig1
aCL910Contig1
aCL90Contig2
aCL9070Contig1
aCL9056Contig1
aCL9050Contig1
aCL9033Contig1
aCL9030Contig1
aCL89Contig1
aCL8943Contig1
aCL893Contig1
aCL88Contig1
aCL8865Contig1
aCL8829Contig1
aCL8807Contig1
aCL877Contig2
aCL8779Contig1
aCL8778Contig1
aCL8761Contig1
aCL8735Contig1
aCL8734Contig1
aCL8725Contig1

At1g69230
At5g08410
At5g45130
At4g36810
At3g18280
AtCg01310
At1g15820
At3g50820
At1g11430
At4g33010
At4g21580
At2g32520
At4g02380
At4g02380
At4g02380
AtCg00600
At4g25440
At5g66880
At5g51970
At5g51970
At5g42190
At1g56190
At3g17380
At5g01020
At5g59140
At5g58350
At3g02230
At5g58375
At5g18070
At3g56630
At4g27520
At3g52150
At2g16710
At1g25380
At1g06110
At1g25420
At1g79650
At5g13420
At5g61590
At1g15520
At5g07090
At5g17920
At2g31660
At3g06580
At2g18900
At5g58040
At4g12710
At3g14230
At1g06950
At5g07990
At1g18650
At3g09850
At5g38510
At1g72390
At3g62220
At5g58350
At5g06620
At2g46690
At2g31190
At1g08250
At1g64770

expressed protein

ferredoxin-thioredoxin reductase

Ras-related protein (RHA1)

geranylgeranyl pyrophosphate synthase (GGPS1)

protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP)

encodes a chloroplast ribosomal protein L2
chlorophyll A-B binding protein (LHCBG6)
extrinsic subunit of photosystem Il (PSBO-2)
plastid developmental protein DAG

glycine dehydrogenase (decarboxylating)

oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein

dienelactone hydrolase family protein

late embryogenesis abundant 3 family protein (LEA3)
late embryogenesis abundant 3 family protein (LEA3)
late embryogenesis abundant 3 family protein (LEA3)
Cytochrome b6-f complex, subunit V

WD-40 repeat family protein / zfwd1 protein (ZFWD1)
serine/threonine protein kinase

sorbitol dehydrogenase

sorbitol dehydrogenase

E3 ubiquitin ligase SCF complex subunit SKP1/ASK1 (At2)

phosphoglycerate kinase

meprin and TRAF homology domain-containing protein
protein kinase family protein

SKP1 family protein

protein kinase family protein

reversibly glycosylated polypeptide-1 (RGP1)
expressed protein

phosphoglucosamine mutase-related (PAGM)
cytochrome P450 (CYP94A1)
plastocyanin-like domain-containing protein
similar to 33 kDa ribonucleoprotein

hesB-like domain-containing protein
mitochondrial substrate carrier family protein
F-box family protein

expressed protein

DNA repair protein RAD23

transaldolase

encodes a member of the ERF subfamily B-3
ABC transporter family

40S ribosomal protein S4 (RPS4B)

encodes a METS protein

importin beta-2 subunit family protein
galactokinase (GAL1)

transducin family protein / WD-40 repeat family protein
fip1 motif-containing protein
armadillo/beta-catenin repeat family protein
encodes a member of the ERF subfamily B-3
encodes a protein thought to be a part of the translocon
flavonoid 3'-monooxygenase (F3'H)

glycosyl hydrolase family protein 17
D111/G-patch domain-containing protein
rhomboid family protein

expressed protein

serine/threonine protein kinase

protein kinase family protein

similar to SET domain-containing protein
auxin-responsive family protein

expressed protein

prephenate dehydratase family protein
expressed protein

8E-18
4E-28
1E-98
1E-113
2E-23
3E-75
1E-116
1E-119
8E-81
4E-32
1E-143
1E-111
1E-14
9E-15
9E-15
4E-13
1E-171
4E-67
1E-125

9E-68
1E-128
1E-53
1E-17
6E-43
1E-136

3E-18
3E-71
1E-109
4E-39
6E-72
2E-44
1E-56
1E-06
2E-87
8E-68

3E-37

1E-140

1E-120
1E-130
9E-50
1E-12
9E-17
1E-68
1E-112
1E-130
8E-35
1E-44
1E-08
1E-20
1E-169
4E-23
2E-23
3E-30
1E-64
3E-57
1E-116
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aCL8721Contig1 At2g43710  acyl-(acyl-carrier-protein) desaturase (SSI2) 1E-106
aCL8680Contig1 At3g55980  zinc finger (CCCH-type) family protein 6E-06
aCL8669Contig1 At1g78560  bile acid:sodium symporter family protein 1E-142
aCL8646Contig1 At2g36070  mitochondrial import inner membrane translocase 3E-57
aCL8570Contig1 At4g27670  25.3 kDa small heat shock protein (HSP25.3-P) 4E-25
aCL855Contig1 At1g17720  serine/threonine protein phosphatase 2A (PP2A) 0
aCL8551Contig1 AtCg00440 NADH dehydrogenase D3 subunit 1E-59
aCL8535Contig1 At4g27840  expressed protein 5E-24
aCL8531Contig1 At3g15190  chloroplast 30S ribosomal protein S20 3E-30
aCL850Contig1 At5g58770  dehydrodolichyl diphosphate synthase 6E-36
aCL8448Contig1 At1g12360  cytokinesis-related Sec1 protein (KEULE) 1E-113
aCL8320Contig1 At5g62050  OXA1 protein (OXA1) 7E-39
aCL828Contig1 At3g44110  DNAJ heat shock protein (J3) 1E-174
aCL8241Contig1 At5g49890  chloride channel protein (CLC-c) 3E-53
aCL822Contig1 At4g10040  cytochrome c 1E-60
aCL8225Contig1 At5g13630  magnesium-chelatase subunit chiH (CHLH) 1E-153
aCL8210Contig1 At1g19660  similar to wound-responsive protein-related 7E-61
aCL817Contig4 At4g20260  similar to DREPP plasma membrane polypeptide-related 2E-41
aCL8170Contig1 At3g54970  expressed protein 2E-49
aCL8127Contig1 At1g74190  leucine-rich repeat family protein 3E-53
aCL808Contig1 At3g60820  20S proteasome beta subunit F1 (PBF1) 1E-109
aCL8082Contig1 At3g49800 BSD domain-containing protein 9E-21
aCL8059Contig1 AtMg00710  hypothetical protein 1E-07
aCL8050Contig1 At3g17450  hAT dimerisation domain-containing protein 1E-107
aCL804Contig2 At5g62640  similar to proline-rich family protein 1E-29
aCL8025Contig1 At3g15352  cytochrome ¢ oxidase copper chaperone-related 2E-22
aCL8023Contig1 At1g35710  leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 8E-30
aCL8013Contig1 At1g29690  encodes a protein with a domain similar to MACPF 1E-127
aCL8005Contig1 At4g24350  phosphorylase family protein 3E-37
aCL79Contig3 At5g19140  auxin/aluminum-responsive protein 9E-97
aCL7920Contig1 At1926230 chaperonin 5E-73
aCL78Contig4 At5g21090 leucine-rich repeat protein 5E-97
aCL7877Contig1 At5g47760  phosphoglycolate phosphatase 1E-137
aCL7853Contig1 At5g19630  expressed protein 3E-85
aCL784Contig1 At4g20840  FAD-binding domain-containing protein 0
aCL7849Contig1 At1g47960 invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein 4E-25
aCL7837Contig1 At5g52960  expressed protein 1E-50
aCL781Contig2 At2g39990  eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 5 1E-120
aCL7813Contig1 At4g13850  glycine-rich RNA-binding protein (GRP2) 2E-34
aCL7793Contig1 At4g22120  early-responsive to dehydration protein-related (ERD) 1E-101
aCL777Contig1 At1g17370  oligouridylate-binding protein 1E-162
aCL7756Contig1 At5g14610  similar to DEAD box RNA helicase (DRH1) 4E-47
aCL7748Contig1 At2g02050  NADH-ubiquinone oxidoreductase B18 subunit 1E-42
aCL7736Contig1 At3g06620  protein kinase family protein 1E-94
aCL7724Contig1 At2g35360  ubiquitin family protein 1E-57
aCL7718Contig1 At5g41940 RabGAP/TBC domain-containing protein 1E-110
aCL7709Contig1 At1g76730  5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase family protein 2E-30
aCL7697Contig1 At1g30500 CCAAT-binding transcription factor (CBF-B/NF-YA) TE-41
aCL7696Contig1 At1g63855  expressed protein 5E-68
aCL7682Contig1 At2g29060  scarecrow transcription factor family protein 7E-43
aCL7670Contig1 At3g56160  expressed protein 3E-27
aCL766Contig1 At5g50920  similar to ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit 0
aCL7651Contig1 At3g59040  pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 1E-129
aCL7628Contig1 At3g25410  bile acid:sodium symporter family protein 2E-71
aCL7615Contig1 At3g52280  DNA-binding bromodomain-containing protein 5E-66
aCL7612Contig1 At2g37150  zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 2E-09
aCL7609Contig1 At5g64700  nodulin MtN21 family protein 9E-48
aCL7605Contig1 At5g55850  similar to nitrate-responsive NOI protein 3E-19
aCL759Contig2 At1g26910  60S ribosomal protein L10 (RPL10B) 1E-114
aCL759Contig1 At1g26910  60S ribosomal protein L10 (RPL10B) 1E-114
aCL7581Contig1 At1g62710  vacuolar processing enzyme beta (beta-VPE) 2E-32
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aCL7558Contig1
aCL7524Contig1
aCL7514Contig1
aCL7513Contig1
aCL7507Contig1
aCL7479Contig1
aCL7475Contig1
aCL7473Contig1
aCL744Contig1
aCL743Contig2
aCL7438Contig1
aCL7437Contig1
aCL7421Contig1
aCL7419Contig1
aCL73Contig1
aCL738Contig3
aCL738Contig1
aCL7389Contig1
aCL7382Contig1
aCL7371Contig1
aCL7364Contig1
aCL7330Contig1
aCL7325Contig1
aCL7322Contig1
aCL7313Contig1
aCL72Contig2
aCL7273Contig1
aCL725Contig1
aCL7254Contig1
aCL7199Contig1
aCL7164Contig1
aCL7152Contig1
aCL7136Contig1
aCL7110Contig1
aCL70Contig1
aCL7069Contig1
aCL705Contig2
aCL7045Contig1
aCL7044Contig1
aCL701Contig1
aCL7016Contig1
aCL7006Contig1
aCL6Contig22
aCL6Contig16
aCL698Contig2
aCL6983Contig1
aCL693Contig1
aCL6925Contig1
aCL6902Contig1
aCL6892Contig1
aCL688Contig1
aCL6887Contig1
aCL6882Contig1
aCL683Contig1
aCL6819Contig1
aCL6777Contig1
aCL6772Contig1
aCL674Contig2
aCL6690Contig1
aCL664Contig3
aCL664Contig1

At5967290
Atdg15560
At2g44140
Atdg31040
At1g13245
At5g48450
At3g44880
At4g30790
At4g02340
At5g59890
At4g28760
At2g35795
At5g04870
Atdg16360
At4g38970
At5g42050
At5g42050
At5g43750
At3g55070
At3g49290
At2g37970
At5g35695
At3g18990
At1g17020
At3g52860
At3g02780
At1g65700
At1g66330
At4g33510
At3g26020
At5g16110
At3g27925
At5g58330
At3g63030
At3g05500
At1g70580
At3g26740
At3g46900
At5g17170
At5g54110
At1g74970
At3g59660
At4g02380
At1g54410
At1g64090
At1g05570
At5g67300
At1g29900
At1g64470
At1g20760
At3g52850
At2g35110
At3g62240
At2g30020
At1g02680
At5g08480
At4g37800
At2g28000
At2g12400
At3g11940
At3g11940

FAD-dependent oxidoreductase family protein
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
autophagy 4a (APG4a)

proton extrusion protein-related

expressed protein

multi-copper oxidase type | family protein

Rieske (2Fe-2S) domain-containing protein
expressed protein

epoxide hydrolase

actin-depolymerizing factor 4 (ADF4)

expressed protein

DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein
calcium-dependent protein kinase isoform AK1 (AK1)
5'-AMP-activated protein kinase beta-2 subunit
fructose-bisphosphate aldolase

expressed protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

SOUL heme-binding family protein

hypothetical protein

transcriptional factor B3 family protein
oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein
expressed protein

isopentenyl-diphosphate delta-isomerase Il (IPP2)
similar to small nuclear ribonucleoprotein
senescence-associated family protein
2-dehydro-3-deoxyphosphoheptonate aldolase 2 (DHS2)
serine/threonine protein phosphatase 2A (PP2A) subunit B'
expressed protein

DegP protease

malate dehydrogenase (NADP)

methyl-CpG-binding domain-containing protein
rubber elongation factor (REF) family protein

similar to glutamate:glyoxylate aminotransferase 1 (GGT1)
light responsive protein-related /ccr protein

copper transporter (COPT1)

rubredoxin family protein

vesicle-associated membrane family protein (VAMP)
ribosomal protein S9 (RPS9)

C2 domain-containing protein

late embryogenesis abundant 3 family protein (LEA3)
dehydrin family protein

reticulon family protein (RTNLB3)

similar to glycosyl transferase family 48 protein

myb family transcription factor

carbamoyl-phosphate synthase family protein
ubiquitin family protein

calcium-binding EF hand family protein

vacuolar sorting receptor

similar to NCK-associated protein 1

zinc finger (C2H2 type) family protein

protein phosphatase 2C (PP2C)

transcription initiation factor 11D (TFIID)

VQ motif-containing protein

xyloglucan:xyloglucosyl transferase

RuBisCO subunit binding-protein alpha subunit
expressed protein

408 ribosomal protein S5 (RPS5B)

408 ribosomal protein S5 (RPS5B)

5E-51
2E-89
3E-49
1E-76
2E-10
1E-142
1E-45
1E-112
5E-53
2E-64
4E-11
3E-40
1E-69
7E-90

7E-98
3E-77
7E-64
1E-20
1E-22
8E-67
6E-29
6E-40
2E-51
1E-24
1E-121
1E-40
1E-129

1E-134
1E-31
2E-47
1E-150
8E-59
3E-54
7E-71
5E-30
4E-29
3E-73
3E-79
3E-72
6E-13
7E-17
8E-09
4E-72
1E-84
7E-63
1E-118
2E-53
2E-89

1E-141
3E-58
1E-104
5E-41
2E-43
1E-14
1E-102
1E-27
7E-98
7E-98
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aCL6618Contig1 At3g11240  arginine-tRNA-protein transferase 1E-52
aCL6617Contig1 At5g41150  repair endonuclease (RAD1) 1E-126
aCL6602Contig1 At3g11920  glutaredoxin-related 1E-124
aCL6596Contig1 At5g55140  ribosomal protein L30 family protein TE-37
aCL6567Contig1 At3g12220  serine carboxypeptidase S10 family protein 8E-63
aCL6560Contig1 At2g31880  leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 1E-56
aCL6558Contig1 At3g50830  stress-responsive protein (WCOR413-like) 5E-77
aCL654Contig1 At2g29420  glutathione S-transferase 1E-55
aCL6546Contig1 At4g28025  expressed protein 4E-34
aCL64Contig1 At1g65260  PspA/IM30 family protein 1E-112
aCL6476Contig1 At1g79930  similar to heat shock protein 70 (HSP70) 1E-117
aCL646Contig1 At5g56600  profilin 5 (PRO5) 1E-58
aCL6447Contig1 At1g79850  30S ribosomal protein S17 (RPS17) 1E-33
aCL6424Contig1 At3g19640  magnesium transporter CorA-like family protein (MRS2-3) 4E-55
aCL641Contig1 At4g27000 RNA-binding protein 45 (RBP45) 6E-59
aCL6391Contig1 At4g26450  expressed protein 3E-46
aCL6355Contig1 At1921170  expressed protein 1E-144
aCL6348Contig1 At3g59300  expressed protein 4E-21
aCL632Contig1 At4g38770  proline-rich family protein (PRP4) 1E-31
aCL6289Contig1 At1g27700  expressed protein 4E-55
aCL6272Contig1 At1g70210  cyclin delta-1 (CYCD1) 1E-23
aCL6259Contig1 At2g46220  expressed protein 9E-73
aCL622Contig2 At1g05260 peroxidase 3 (PER3) 2E-90
aCL6226Contig1 At4g10300  expressed protein 8E-47
aCL61Contig2 At5g23950  C2 domain-containing protein 3E-43
aCL619Contig2 At3g49910  60S ribosomal protein L26 (RPL26A) 7E-54
aCL6192Contig1 At4g02020  zeste-like protein 1 (EZA1) 1E-142
aCL6161Contig1 At1g55740  alkaline alpha galactosidase 1E-138
aCL6131Contig1 At3g12860  nucleolar protein Nop56 2E-80
aCL6104Contig1 At1g03090  methylcrotonyl-CoA carboxylase alpha chain (MCCA) 2E-36
aCL6075Contig1 At4g00710  protein kinase family protein 1E-110
aCL6031Contig1 At1g01900  subtilase family protein 5E-28
aCL5Contig3 At5g47560 encodes a tonoplast malate/fumarate transporter 0
aCL5Contig25 At2g21660  glycine-rich RNA-binding protein (GRP7) 9E-19
aCL5Contig23 At2g21660  glycine-rich RNA-binding protein (GRP7) 2E-36
aCL5Contig15 At3g22840  chlorophyll A-B binding family protein (ELIP) 5E-52
aCL5Contig1 At5g47560 encodes a tonoplast malate/fumarate transporter 3E-77
aCL59Contig4 At2g27830  expressed protein 1E-27
aCL599Contig2 At2g17390  ankyrin repeat family protein 1E-117
aCL5982Contig1 At2g41500  WD-40 repeat family protein 1E-145
aCL5964Contig1 At1g75880  family Il extracellular lipase 1 (EXL1) 4E-72
aCL5961Contig1 At3g50560  short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein 1E-103
aCL5939Contig1 At1g54570  esterasel/lipase/thioesterase family protein 3E-88
aCL58Contig5 At4g23400 major intrinsic family protein / MIP family protein 1E-143
aCL5894Contig1 At1g21680  expressed protein 3E-86
aCL588Contig2 At4g38460  geranylgeranyl pyrophosphate synthase 1E-103
aCL588Contig1 At4g38460  geranylgeranyl pyrophosphate synthase 6E-99
aCL5880Contig1 At5g20230  plastocyanin-like domain-containing protein 1E-18
aCL5871Contig1 At4g24620  glucose-6-phosphate isomerase 2E-89
aCL585Contig2 At1g79450  LEMS (ligand-effect modulator 3) family protein 1E-103
aCL585Contig1 At1g79450  LEMS (ligand-effect modulator 3) family protein 1E-65
aCL5811Contig1 At4g29330  Der1-like family protein 3E-87
aCL579Contig2 At5g39740  60S ribosomal protein L5 (RPL5B) 1E-130
aCL578Contig1 At3g12120  omega-6 fatty acid desaturase (FAD2) 0
aCL5781Contig1 At5g58250  expressed protein 7E-55
aCL5775Contig1 At4g24440  transcription initiation factor IIA gamma chain (TFIIA-S) 3E-50
aCL5773Contig1 At2g42010  phospholipase D beta 1 / PLD beta 1 (PLDBETA1) 1E-140
aCL5758Contig1 At3g22845  emp24/gp25L/p24 protein-related 8E-54
aCL5753Contig1 At4g11410  short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein 8E-52
aCL5724Contig1 At1g42440  expressed protein 1E-117
aCL5721Contig1 At1g08470  strictosidine synthase family protein 1E-119
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aCL5713Contig1
aCL5709Contig1
aCL5706Contig1
aCL5695Contig1
aCL5687Contig1
aCL5671Contig1
aCL5665Contig1
aCL5662Contig1
aCL5654Contig1
aCL5646Contig1
aCL5641Contig1
aCL5634Contig1
aCL5607Contig1
aCL5601Contig1
aCL55Contig2
aCL5590Contig1
aCL5589Contig1
aCL5570Contig1
aCL5503Contig1
aCL548Contig1
aCL5488Contig1
aCL5453Contig1
aCL5448Contig1
aCL5440Contig1
aCL5437Contig1
aCL5434Contig1
aCL5422Contig1
aCL5413Contig1
aCL5407Contig1
aCL5405Contig1
aCL5383Contig1
aCL5381Contig1
aCL535Contig3
aCL5340Contig1
aCL5338Contig1
aCL5327Contig1
aCL52Contig3
aCL52Contig1
aCL5281Contig1
aCL5262Contig1
aCL5261Contig1
aCL5253Contig1
aCL5224Contig1
aCL5223Contig1
aCL5213Contig1
aCL5188Contig1
aCL517Contig2
aCL5178Contig1
aCL5170Contig1
aCL5158Contig1
aCL5148Contig1
aCL5143Contig1
aCL5140Contig1
aCL512Contig1
aCL5121Contig1
aCL5116Contig1
aCL508Contig1
aCL5079Contig1
aCL5060Contig1
aCL505Contig2
aCL504Contig1

At1g72160
At5g60580
At2g14835
At5g64840
At1g56420
At2g27920
Atdg17390
At3g03920
At2g23600
At2g37410
At4g10330
At2g33250
At5g25140
At1g66670
At4g01850
At1g49320
At3g13080
At2g36970
At5g63320
At3g09770
At3g51980
At5g19150
At1g64355
At1g70660
At3g07630
At3g18890
At3g12760
At1g30360
At1g31010
At5g19420
At5g53350
At2g25920
At3g10190
At1g73940
At3g19980
At5g58220
At3g01120
At3g01120
At5g03740
At3g22200
At3g61490
At1g17020
At5g67130
At5g09930
At4g02630
At2g46820
At2g18050
At1g32230
At3g11730
At3g27310
At3g47550
Atdg15920
At2g24050
At1g71880
At1g71480
At3g11780
At3g58610
At1g59950
At3g26090
At2g02010
At5g58240

phosphoglyceride transfer family protein (SEC14)

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
ABC transporter family protein

expressed protein

serine carboxypeptidase S10 family protein

60S ribosomal protein L15 (RPL15B)

Gar1 RNA-binding region family protein

hydrolase

mitochondrial import inner membrane translocase (TIM17)
glycine-rich protein

expressed protein

cytochrome P450 family protein

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit (ClpP3)
S-adenosylmethionine synthetase 2 (SAM2)

BURP domain-containing protein

ABC transporter family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
similar to DNA-binding bromodomain-containing protein
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
expressed protein

carbohydrate kinase family

expressed protein

ubiquitin-conjugating enzyme family protein
prephenate dehydratase family protein

expressed protein

expressed protein

early-responsive to dehydration stress protein (ERD4)
expressed protein

zinc finger protein

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX1
expressed protein

calmodulin

expressed protein

serine/threonine protein phosphatase (STPP)
expressed protein

cystathionine gamma-synthase (CGS)

cystathionine gamma-synthase (CGS)

zinc finger (C2H2 type) family protein
4-aminobutyrate aminotransferase

glycoside hydrolase family 28 protein

oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein
expressed protein

ABC transporter family protein

protein kinase family protein

expressed protein

histone H1-3 (HIS1-3)

WWE domain-containing protein (CEO)

Ras-related GTP-binding protein

expressed protein

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
nodulin MtN3 family protein

MIF4G domain-containing protein

sucrose transporter (SUC1)

nuclear transport factor 2 (NTF2) family protein
MD-2-related lipid recognition domain-containing protein
ketol-acid reductoisomerase

aldo/keto reductase

expressed protein

glutamate decarboxylase
bis(5'-adenosyl)-triphosphatase

1E-12
1E-31
1E-141
1E-105
8E-52
1E-139
1E-90
9E-42
3E-46
1E-70
4E-11
8E-09
7E-54
5E-87

3E-34
1E-136
1E-161
5E-17
1E-105
1E-121
1E-94
3E-50
4E-68
1E-136
2E-58
1E-40
4E-86
1E-25
1E-130
1E-29
1E-55
1E-46
4E-39
1E-105
1E-89
1E-79

3E-24
4E-92
1E-170
2E-51
1E-154
1E-101
4E-83
1E-40
9E-24
9E-57
3E-98
3E-68
4E-77
7E-58
3E-74
1E-177
5E-54
3E-56
5E-26
2E-97
6E-95

6E-55
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aCL5023Contig1 At2g27050  ethylene-insensitive3-like1 (EIL1) 7E-22
aCL5001Contig1 At2g45550  cytochrome P450 family protein 1E-51
aCL4Contig31 At4g05320  polyubiquitin (UBQ10) 0
aCL4Contig29 At5g03240  similar to polyubiquitin (UBQ10) 1E-125
aCL4Contig25 At5g20620  polyubiquitin (UBQ4) 1E-168
aCL4962Contig1 At5g04600  RNA recognition motif (RRM)-containing protein 6E-81
aCL4949Contig1 At2g36910  multidrug resistance P-glycoprotein (PGP1) 4E-60
aCL493Contig1 At3g12390  nascent polypeptide associated complex (alpha-NAC) 7E-55
aCL4921Contig2 At3g15095  expressed protein 5E-25
aCL48Contig3 At2g39730  RuBisCO activase 1E-169
aCL4899Contig1 At1g16880  uridylyltransferase-related 4E-99
aCL4893Contig1 At5g60840  expressed protein 7E-11
aCL4880Contig1 At1g73950  zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 4E-68
aCL4868Contig1 At1g28050  zinc finger (B-box type) family protein 6E-38
aCL4860Contig1 At4g01050  hydroxyproline-rich glycoprotein family protein 5E-35
aCL4838Contig1 At1g76080 thioredoxin family protein 7E-65
aCL4830Contig1 At2g06530  SNF7 family protein 8E-97
aCL4829Contig1 At5g48870  small nuclear ribonucleoprotein 1E-41
aClL4826Contig1 At3g26580  expressed protein 7E-57
aClL4823Contig1 At4g32260  ATP synthase family 2E-49
aCL480Contig1 At1g52760  esterase/lipase/thioesterase family protein 1E-162
aCL477Contig2 At4g17900  zinc-binding family protein 1E-75
aCL474Contig1 At3g19290  ABA-responsive element-binding protein 2 (AREB2) 3E-76
aCL4746Contig1 At3g46460  ubiquitin-conjugating enzyme 13 (UBC13) 1E-73
aCL473Contig1 At1g19140  expressed protein 4E-96
aCL472Contig3 At1g51090  heavy-metal-associated domain-containing protein 1E-16
aCL472Contig1 At4g16380  expressed protein 6E-12
aCL4722Contig1 At2g36880  S-adenosylmethionine synthetase 1E-142
aCL4712Contig1 At5g17920  encodes METS protein 1E-179
aCL4708Contig1 At5g63530  copper chaperone (CCH)-related 6E-36
aCL4705Contig1 At2g23940  expressed protein 3E-68
aCL46Contig3 At1g24020 Bet v | allergen family protein 4E-06
aCL4685Contig1 At5g41600  reticulon family protein (RTNLB4) 2E-84
aCL4665Contig1 At4g29090 reverse transcriptase 1E-28
aCL4657Contig1 AtCg00510  PSI | protein 8E-10
aCL4650Contig1 At1g50380  prolyl oligopeptidase family protein 2E-21
aCL4635Contig1 At4g36910  CBS domain-containing protein 4E-83
aCL462Contig1 At2g47110  ubiquitin extension protein 6 (UBQ6) 7E-68
aCL4623Contig1 At2g45670  calcineurin B subunit-related 5E-68
aCL4614Contig1 At5g22460 esterasel/lipase/thioesterase family protein 2E-88
aCL4608Contig1 At3g07720  kelch repeat-containing protein 3E-50
aCL4607Contig1 At1g14510  PHD finger family protein 2E-15
aCL45Contig2 At3g48690  expressed protein 2E-96
aCL4595Contig1 At1g71090  auxin efflux carrier family protein 1E-125
aCL4593Contig1 At4g17600  lil3 protein 8E-65
aCL4589Contig1 At1g07040  expressed protein 1E-134
aCL4562Contig1 AtCg01100  NADH dehydrogenase ND1 2E-81
aCL4558Contig1 At5g26360 chaperonin 1E-130
aCL4551Contig1 At3g27890  NADPH-dependent FMN reductase family protein 2E-76
aClL4542Contig1 At4g25670  expressed protein 2E-33
aCL4540Contig1 At4g29735  expressed protein 1E-17
aCL4520Contig1 At1g49410  expressed protein 3E-14
aCL4515Contig1 At3g16500  auxin-responsive AUX/IAA family protein 3E-61
aCL4509Contig1 At4g03520  thioredoxin M-type 2 (TRX-M2) 3E-39
aCL44Contig4 At3g10260 reticulon family protein 1E-75
aClL44Contig2 At3g10260  reticulon family protein 7E-66
aClL4472Contig1 At2g31200  actin-depolymerizing factor 6 (ADF6) 1E-60
aClL4463Contig1 At3g05270  expressed protein 1E-41
aCL4460Contig1 At3g06050 encodes a mitochondrial peroxiredoxin 5E-82
aClL4446Contig1 At3g52960  peroxiredoxin type 2 9E-74
aClL4445Contig1 At29g27290  expressed protein TE-44
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aCL4424Contig1
aClL4423Contig1
aCL440Contig1
aCL43Contig2
aCL4395Contig1
aCL438Contig2
aCL4360Contig1
aCL4355Contig1
aClL4354Contig1
aCL4319Contig1
aCL4318Contig1
aClL4288Contig1
aClL4283Contig1
aCL4274Contig1
aCL426Contig1
aCL4261Contig1
aClL4244Contig1
aClL422Contig1
aCL4218Contig1
aCL4187Contig1
aCL4180Contig1
aCL4174Contig1
aCL4159Contig1
aCL4152Contig1
aCL4148Contig1
aCL4135Contig1
aCL4116Contig2
aCL4114Contig1
aCL410Contig2
aCL4006Contig2
aCL4004Contig1
aCL3Contig5
aCL3Contig4
aCL3Contig35
aCL3Contig18
aCL398Contig2
aCL398Contig1
aCL3964Contig1
aCL3963Contig1
aCL3949Contig1
aCL3934Contig1
aCL391Contig1
aCL3916Contig1
aCL390Contig2
aCL38Contig1
aCL388Contig1
aCL3889Contig2
aCL3887Contig1
aCL3882Contig1
aCL386Contig1
aCL3863Contig1
aCL385Contig1
aCL3858Contig1
aCL3856Contig1
aCL3855Contig1
aCL384Contig1
aCL3840Contig1
aCL3830Contig2
aCL3829Contig1
aCL3818Contig1
aCL3804Contig1

At1g64980
At2g29530
At1g49760
At1g67090
At3g27090
At3g22890
At5g16620
At3g27950
At3g07565
At3g61220
At1g04260
At5g04560
At3g12080
At2g41430
At1g10830
At1g10760
At3g16920
At4g01610
At1g75280
Atdg34590
At1g34210
At2g43780
At5g14240
At5g06060
At2g45850
At5g13590
At5g53370
At3g54250
At1g02880
At5g24470
At1g69360
At5g59310
At1g60710
At2g17200
At1g28330
At5g46110
At5g46110
At2g26510
At1g08530
At1g68090
At1g13560
At1g70330
At3g15850
At2g32670
At5g54160
At2g18730
At1g14900
At2g45740
At1g22620
At5g47120
At1g78630
At1g48910
At2g27040
At3g48800
At4g28770
At3g47850
At1g23310
At5g61600
At2g25770
At1g63940
At5g22950

expressed protein

mitochondrial import inner membrane translocase (TIM10)
polyadenylate-binding protein (PABP)

RuBisCO small subunit 1A (RBCS-1A)

expressed protein

sulfate adenylyltransferase 1 / ATP-sulfurylase 1 (APS1)
similar to chloroplast protein translocon component Tic40
early nodule-specific protein

expressed protein

short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein
prenylated rab acceptor (PRA1) family protein
DEMETER protein (DME)

GTP-binding family protein

dehydration-induced protein (ERD15)

sodium symporter-related

starch excess protein (SEX1)

glycoside hydrolase family 19 protein

cathepsin B-like cysteine protease

isoflavone reductase

bZIP transcription factor family protein

somatic embryogenesis receptor-like kinase 2 (SERK2)
expressed protein

expressed protein

tropinone reductase

DNA-binding family protein

expressed protein

pectinesterase family protein

mevalonate diphosphate decarboxylase

thiamin pyrophosphokinase

pseudo-response regulator 5 (APRR5)

expressed protein

lipid transfer protein 4 (LTP4)

aldo/keto reductase family protein

ubiquitin family protein

dormancy-associated protein (DRM1)
phosphate/triose-phosphate translocator
phosphate/triose-phosphate translocator
xanthine/uracil permease family protein

expressed protein

calcium-binding protein annexin 5 (ANN5)
aminoalcoholphosphotransferase (AAPT1)

equilibrative nucleoside transporter family protein

fatty acid desaturase family protein (ADS1)
synaptobrevin family protein

quercetin 3-O-methyltransferase 1(OMT1)
diacylglycerol kinase

high-mobility-group protein / HMG-I/Y protein

similar to peroxisomal biogenesis factor 11 family protein
SAC domain phosphoinositide (3,5)P2 phosphatase
Bax inhibitor-1 putative / BI-1 putative

ribosomal protein L13 family protein

flavin-containing monooxygenase family protein

PAZ domain-containing protein

sterile alpha motif (SAM) domain-containing protein
expressed protein

expressed protein

glutamate:glyoxylate aminotransferase 1 (GGT1)
encodes a member of ERF/AP2 transcription factor family
expressed protein

monodehydroascorbate reductase

SNF7 family protein

4E-76
2E-36
0
5E-32
1E-113
1E-160
1E-21
1E-111
1E-102
6E-95
8E-42
0
4E-61
6E-13
1E-129
1E-146
1E-150
5E-79
1E-133
3E-34
0
5E-19
4E-81
8E-71
9E-54
2E-47
1E-115
1E-131
6E-76
4E-23
2E-90
4E-26
1E-159
1E-130
4E-39
1E-115
1E-173
0
2E-49
3E-91
0
1E-147
5E-81
4E-86
2E-91
0
1E-20
1E-106
1E-129
4E-89
2E-72
1E-110
0
1E-31
1E-65
2E-39
1E-164
4E-32
3E-32
0
9E-99
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aCL3795Contig2 At3g13510  expressed protein 1E-109
aCL3788Contig1 At1g56300  DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein 5E-55
aCL3787Contig1 At5g40760  encodes a cytosolic glucose-6-phosphate dehydrogenase 0
aCL3776Contig1 At5g02810  pseudo-response regulator 7 (APRR7) 3E-25
aCL3764Contig1 At2g04700 ferredoxin thioredoxin reductase family protein 8E-59
aCL3762Contig1 At5g38650  proteasome maturation factor UMP1 family protein 1E-53
aCL3761Contig1 At2g29420  glutathione S-transferase 5E-48
aCL375Contig2 At2g46080  expressed protein 1E-123
aCL3758Contig2 At3g58500  serine/threonine protein phosphatase PP2A-4 (PP2A4) 7E-79
aCL3741Contig1 At2g17410  ARID/BRIGHT DNA-binding domain-containing protein 1E-40
aCL3734Contig1 At4g01150  expressed protein 2E-41
aCL3716Contig1 At4g31880  expressed protein 5E-40
aCL36Contig3 At4g21960  peroxidase 42 (PER42) (P42) (PRXR1) 1E-158
aCL369Contig3 At3g18280  protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 2E-23
aCL3697Contig1 At3g54050 fructose-1,6-bisphosphatase 1E-103
aCL3690Contig1 At2g16250 leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 1E-105
aCL3689Contig1 At1g27950 lipid transfer protein-related 1E-31
aCL3682Contig1 At3g02790  zinc finger (C2H2 type) family protein 4E-43
aCL3650Contig1 At4g01310  ribosomal protein L5 family protein 1E-109
aCL3638Contig1 At3g59670  expressed protein 9E-49
aCL3637Contig1 At1g74270  60S ribosomal protein L35a (RPL35aC) 2E-57
aCL3625Contig1 At3g58170  Bet1-like SNARE 1-1 (BET11) 1E-52
aCL3622Contig1 At5g11760  expressed protein 7E-11
aCL3620Contig1 At4g35450  ankyrin repeat family protein (AFT) 7TE-14
aCL3589Contig1 At2g33730 DEAD box RNA helicase 2E-86
aCL3567Contig1 At2g26440  pectinesterase family protein 0
aCL3558Contig1 At4g13500  expressed protein 8E-37
aCL3550Contig1 At3g01990  ACT domain-containing protein (ACRG6) 1E-171
aCL3521Contig1 At1g18800  nucleosome assembly protein (NAP) family protein 7TE-99
aCL3498Contig1 At1g50250  encodes an FTSH protease 0
aCL3487Contig1 At1g27650 U2 snRNP auxiliary factor small subunit 1E-95
aCL3461Contig1 At5g05000 translocate of chloroplast 34 (TOC34) 1E-119
aCL3457Contig1 At3g27925  DegP protease 1E-62
aCL3450Contig1 At3g08510  phosphoinositide-specific phospholipase C family protein 6E-97
aCL3436Contig1 At5g13030  expressed protein 1E-120
aCL3429Contig1 At2g25810  tonoplast intrinsic protein 1E-101
aCL341Contig1 At2g39670  radical SAM domain-containing protein 1E-136
aCL334Contig1 At3g16640 translationally controlled tumor family protein 2E-69
aCL3343Contig1 At5g54160  quercetin 3-O-methyltransferase 1 (OMT1) 1E-163
aCL3324Contig1 At2g04900  expressed protein 5E-43
aCL3303Contig1 At2g04030  heat shock protein 0
aCL329Contig2 At1g31330  photosystem | reaction center subunit 11l family protein 3E-79
aCL329Contig1 At1g31330  photosystem | reaction center subunit Il family protein 4E-79
aCL3292Contig1 At3923490 cyanate lyase family 4E-57
aCL3290Contig1 At3g15840  expressed protein 7TE-65
aCL3276Contig1 At1g52740  histone H2A 1E-44
aCL3260Contig1 At1g78020  senescence-associated protein-related (SAG102) 2E-21
aCL3251Contig1 At4g08170 inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase family protein 1E-131
aCL3250Contig1 At1g17620  expressed protein 7E-53
aCL324Contig2 At3g58180  PBS lyase HEAT-like repeat-containing protein 1E-106
aCL3241Contig1 At1g33970  similar to avirulence induced gene (AIG1) 7E-57
aCL3236Contig1 At4g36900 encodes a member of ERF/AP2 transcription factor family 9E-46
aCL3233Contig1 At5g02270  ABC transporter family protein 1E-138
aCL322Contig1 At1g03400  2-oxoglutarate-dependent dioxygenase 7E-82
aCL3214Contig1 At4g18100  60S ribosomal protein L32 (RPL32A) 2E-57
aCL3210Contig1 At4g32410  cellulose synthase, catalytic subunit 0
aCL319Contig1 At1g25550  myb family transcription factor 3E-77
aCL317Contig1 At4g30690 translation initiation factor 3 (IF-3) family protein 7E-82
aCL3172Contig1 At5g41990  protein kinase family protein 1E-60
aCL3166Contig1 At5g55310  DNA topoisomerase | 1E-173
aCL315Contig1 At5g62790  1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) 0
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aCL3157Contig1
aCL3155Contig1
aCL314Contig2
aCL3144Contig1
aCL3140Contig1
aCL3133Contig2
aCL3133Contig1
aCL3121Contig1
aCL3118Contig1
aCL3113Contig1
aCL310Contig2
aCL30Contig1
aCL3096Contig1
aCL3063Contig1
aCL304Contig1
aCL3042Contig1
aCL3041Contig1
aCL3030Contig1
aCL302Contig2
aCL3025Contig1
aCL3017Contig1
aCL2Contig14
aCL2Contig13
aCL29Contig4
aCL2997Contig1
aCL2995Contig1
aCL297Contig2
aCL297Contig1
aCL2963Contig1
aCL2953Contig2
aCL2936Contig1
aCL2935Contig1
aCL292Contig1
aCL2924Contig1
aCL2911Contig1
aCL2903Contig1
aCL2891Contig1
aCL2874Contig1
aCL2872Contig1
aCL2870Contig1
aCL2866Contig1
aCL285Contig2
aCL2845Contig1
aCL2840Contig1
aCL2832Contig1
aCL2820Contig1
aCL281Contig1
aCL2805Contig2
aCL2801Contig1
aCL27Contig2
aCL27Contig1
aCL2799Contig1
aCL2795Contig1
aCL2785Contig1
aCL2767Contig1
aCL2758Contig1
aCL273Contig1
aCL2738Contig1
aCL2732Contig2
aCL2722Contig1
aCL26Contig9

At2g46970
At5g57040
At5g20700
At5g02502
At4g02770
At3g16370
At3g16370
At4g03560
At3g06190
At5g05100
At4g26850
At2g33150
At5g65220
At5g57970
At5g15490
At1g60420
At2g43420
At4g27435
At5g42520
At4g37930
At5g11710
At4g34350
Atdg34350
At3g04120
At1g23740
At1g76010
At1g17860
At1g17860
At5g57300
At5g66190
At5g60570
At5g20160
At5g14970
At5g64030
At5g01590
At1g59950
At5g24690
At4g00755
At4g12800
At1g69120
At1g35420
At3g57490
At4g03080
Atdg36980
Atdg16380
At1g59990
At1g42970
At2g42750
At1g05070
At5g13930
At1g73990
At1g79590
At5g56940
At5g62360
At3g49680
Atdg14342
At5g33370
At1g75780
At1g32210
At5g35630
At5g39670

basic helix-loop-helix (bHLH) protein

lactoylglutathione lyase family protein
senescence-associated protein-related (SAG102)
expressed protein

photosystem | reaction center subunit Il (PSI-D)
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein

two-pore calcium channel (TPC1)

speckle-type POZ protein-related

expressed protein

expressed protein

acetyl-CoA C-acyltransferase

ribosomal protein L29 family protein

similar to methyladenine glycosylase family protein
UDP-glucose 6-dehydrogenase (UDPGDH)

DC1 domain-containing protein

3-beta hydroxysteroid dehydrogenase family protein
expressed protein

expressed protein

glycine hydroxymethyltransferase (SHM1)

epsin N-terminal homology (ENTH) domain

ISPH (nonmevalonate pathway of isoprenoid biosynthesis)
ISPH (nonmevalonate pathway of isoprenoid biosynthesis)
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPC)
oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein
expressed protein

trypsin and protease inhibitor family protein

trypsin and protease inhibitor family protein
UbIiE/COQ5 methyltransferase family protein
ferredoxin--NADP(+) reductase

kelch repeat-containing F-box family protein

ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein
expressed protein

dehydration-responsive protein-related (ERD3)
expressed protein

aldo/keto reductase

expressed protein

F-box family protein

photosystem | reaction center subunit XI (PSI-L)

floral homeotic protein APETALA1 (AP1)

dienelactone hydrolase family protein

408 ribosomal protein S2 (RPS2D)

kelch repeat-containing phosphoesterase family protein
expressed protein

expressed protein

DEAD/DEAH box helicase
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B (GAPB)
DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein
expressed protein

chalcone synthase / naringenin-chalcone synthase
peptidase U7 family protein

similar to syntaxin 51 (SYP51)

ribosomal protein S16 family protein

invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein
branched-chain amino acid transaminase 3 (BCAT3)
pre-mRNA splicing factor 10 kDa subunit

GDSL-motif lipase/hydrolase family protein

tubulin beta-1 chain (TUB1)

defender against cell death 1 (DAD1)

similar to glutamine synthetase

calcium-binding EF hand family protein

7E-31
7E-70
3E-31
1E-11
3E-78
1E-144
1E-128
8E-96

2E-42

3E-87
8E-41
1E-111

9E-50
2E-95
8E-63
3E-80
1E-131
1E-150

1E-119
1E-168
5E-59
5E-60
1E-15
9E-14
1E-122
1E-170
8E-63
5E-54
6E-83

1E-172
1E-119
7E-48
2E-97
1E-85
6E-63
1E-94
1E-112

1E-110
4E-17
2E-80

3E-85
8E-47

7E-38
6E-88
5E-57
3E-40
1E-158
4E-41
1E-147

8E-53

7E-11
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aCL26Contig1 At5g26990  drought-responsive family protein 3E-56
aCL269Contig1 At2g22780  malate dehydrogenase 1E-170
aCL2696Contig1 At3g22630  20S proteasome beta subunit D (PBD1) 3E-99
aCL2691Contig1 At5g12250  tubulin beta-6 chain (TUB6) 0
aCL268Contig1 At3g53020 regulated by TCP20 1E-53
aCL2668Contig1 At3g49990  expressed protein 2E-36
aCL265Contig2 At5g20720 20 kDa chaperonin (CPN21) 1E-98
aCL2657Contig1 At1g47420  expressed protein 5E-70
aCL264Contig1 At2g02180  tobamovirus multiplication protein 3 (TOM3) 1E-111
aCL2637Contig1 At1g79420  expressed protein 1E-130
aCL2630Contig1 At2g18290  anaphase-promoting complex, subunit 10 family 7TE-91
aCL2623Contig1 At1g52570  phospholipase D alpha 2 (PLD2) 0
aCL261Contig1 At4g39235  expressed protein 1E-27
aCL2617Contig1 At3g61320  expressed protein 8E-68
aCL2615Contig1 At3g51630  protein kinase family protein 1E-143
aCL2591Contig2 At2g20360  expressed protein 1E-155
aCL2579Contig2 At1g03130  photosystem | reaction center subunit Il (PSI-D) 2E-82
aCL2565Contig1 At1g56700  pyrrolidone-carboxylate peptidase family protein 3E-92
aCL2559Contig1 At1g65720  expressed protein 1E-28
aCL2555Contig1 At2g44100 Rab GDP dissociation inhibitor (GDI1) 0
aCL2553Contig1 At4g30930  50S ribosomal protein L21 (RPL21M) 8E-49
aCL2546Contig1 At3g63190  ribosome recycling factor (RRF) 3E-84
aCL2535Contig1 At1g18740  expressed protein 1E-101
aCL2511Contig1 At2g02760  ubiquitin-conjugating enzyme 2 (UBC2) 1E-85
aCL2501Contig1 At4g33550  protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) 2E-16
aCL2500Contig2 At1g75510  transcription initiation factor IIF beta subunit (TFIIF-beta) 6E-70
aCL2500Contig1 At1g75510 transcription initiation factor IIF beta subunit (TFIIF-beta) 4E-97
aClL24Contig5 At3g52590  ubiquitin extension protein 1 (UBQ1) 6E-69
aCL248Contig2 At5g06290  2-cys peroxiredoxin 1E-102
aCL248Contig1 At5g06290  2-cys peroxiredoxin 1E-106
aCL2478Contig1 At5g52650  40S ribosomal protein S10 (RPS10C) 1E-45
aCL2471Contig1 At5g34850 calcineurin-like phosphoesterase family protein 0
aCL2470Contig2 At2g47710  universal stress protein (USP) family protein 1E-63
aCL243Contig1 At1g76020  expressed protein 6E-63
aCL2434Contig2 At3925140  glycosyl transferase family 8 protein 1E-103
aCL241Contig2 At1g72520 lipoxygenase 7E-36
aCL2419Contig1 At5g08560 transducin family protein / WD-40 repeat family protein 0
aCL2410Contig1 At4g11150  vacuolar ATP synthase subunit E (VATE) 3E-88
aCL2404Contig1 At2g30050 transducin family protein / WD-40 repeat family protein 1E-153
aCL2398Contig1 At3g10950  60S ribosomal protein L37a (RPL37aB) 2E-46
aCL2388Contig2 At1g52230  photosystem | reaction center subunit VI (PSI-H) 2E-45
aCL2386Contig2 At4g31860  protein phosphatase 2C (PP2C) 1E-172
aCL2385Contig1 At3g06680  60S ribosomal protein L29 (RPL29B) 3E-25
aCL2370Contig1 At4g00870  basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 2E-45
aCL236Contig1 At1923440  pyrrolidone-carboxylate peptidase family protein 6E-92
aCL2356Contig1 At2g43750  cysteine synthase 1E-152
aCL2352Contig1 At1g07080  GILT family protein 1E-74
aCL2336Contig1 At2g20260  photosystem | reaction center subunit IV (PSI-E) 8E-25
aCL232Contig1 At5g48480  expressed protein 2E-18
aCL2305Contig1 At3g52560  ubiquitin-conjugating enzyme family protein 2E-75
aCL2302Contig1 At1g01220  GHMP kinase-related 1E-122
aCL2291Contig1 At4g38800  phosphorylase family protein 2E-94
aCL2267Contig1 At5g25754  expressed protein 0
aCL225Contig4 At5g59910  histone H2B 3E-45
aCL225Contig1 At2g27385  expressed protein 5E-32
aCL2247Contig1 At1g15780  expressed protein 6E-28
aCL2246Contig1 At4g01590  similar to expressed protein 1E-16
aCL2222Contig1 At3g54360  expressed protein 1E-140
aCL2219Contig1 At4g02050  sugar transporter 0
aCL2218Contig2 At5g42150  expressed protein 1E-77
aCL2217Contig1 At5g09420  chloroplast outer membrane translocon subunit 3E-82
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aCL2213Contig1
aCL2203Contig2
aCL21Contig6
aCL2193Contig1
aCL2192Contig1
aCL218Contig2
aCL217Contig1
aCL2176Contig1
aCL2173Contig1
aCL2172Contig1
aCL2166Contig1
aCL2159Contig1
aCL2154Contig1
aCL2150Contig1
aCL2147Contig1
aCL2142Contig2
aCL2139Contig1
aCL2121Contig1
aCL211Contig1
aCL2101Contig1
aCL20Contig9
aCL20Contig5
aCL209Contig1
aCL2078Contig1
aCL2046Contig1
aCL2040Contig3
aCL2027Contig1
aCL200Contig1
aCL2005Contig1
aCL1Contig33
aCL1Contig22
aCL1Contig12
aCL199Contig1
aCL1999Contig2
aCL198Contig1
aCL1988Contig1
aCL1982Contig1
aCL197Contig1
aCL1963Contig1
aCL1948Contig1
aCL1940Contig1
aCL190Contig4
aCL190Contig1
aCL1903Contig1
aCL18Contig2
aCL18Contig1
aCL1890Contig1
aCL1887Contig1
aCL1869Contig1
aCL1861Contig1
aCL1806Contig1
aCL179Contig2
aCL1798Contig1
aCL1794Contig1
aCL1787Contig1
aCL1785Contig1
aCL177Contig1
aCL1778Contig1
aCL1769Contig1
aCL1765Contig2
aCL1764Contig1

At5g01820
At5g02020
At5g60390
At5g16050
At1g78870
At1g16300
At1g55490
At2g05790
At2g47970
At3g24590
At5g43330
At1g23400
At3g56340
At1g27340
At1g55915
At4g31130
At5g64510
At3g03420
At1g65930
At3g01680
At3g57240
At3g57240
At4g24280
At4g32760
At5g19780
At1g19180
At4g38580
At2g15430
At5g61030
At1g17860
At1g67360
At1g17860
At1g53280
At4g25630
At2g04240
At1g74050
At4g25130
Atdg16190
At5g59850
At1g64350
At1g12410
At1g17860
At1g17860
At4g02620
At5g63910
At3g51030
At4g38600
At2g24360
At4g24210
At2g40100
At1g51060
At3g44110
At4g37890
At3g49250
At1g24510
At2g01660
At1g19000
At1g21750
At3g15000
At4g25650
At3g18080

CBL-interacting protein kinase 14 (CIPK14)
expressed protein

elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha)

14-3-3 protein GF 14 upsilon (GRF5)
ubiquitin-conjugating enzyme

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
RuBisCO subunit binding-protein beta subunit
glycosyl hydrolase family 17 protein

NPL4 family protein

signal peptidase | family protein

malate dehydrogenase

expressed protein

40S ribosomal protein S26 (RPS26C)

F-box family protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

Ku70-binding family protein

isocitrate dehydrogenase

expressed protein

similar to glycosyl hydrolase family 17 protein
similar to glycosyl hydrolase family 17 protein
heat shock protein 70 (HSP70)

similar to VHS domain-containing protein
tubulin alpha-3/alpha-5 chain (TUA5)
expressed protein

copper chaperone (CCH)-related

RNA polymerase Il subunit 3 (RPB36A)
RNA-binding protein

trypsin and protease inhibitor family protein
rubber elongation factor (REF) family protein
trypsin and protease inhibitor family protein
DJ-1 family protein

fibrillarin 2 (FIB2)

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
60S ribosomal protein L6 (RPL6C)

peptide methionine sulfoxide reductase
cysteine proteinase

40S ribosomal protein S15A (RPS15aF)
transducin family protein / WD-40 repeat family protein
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit (ClpP2)
trypsin and protease inhibitor family protein
trypsin and protease inhibitor family protein
vacuolar ATPase subunit F family protein
expressed protein

thioredoxin H-type 1 (TRX-H-1)
HECT-domain-containing protein
serine/threonine/tyrosine kinase

F-box family protein / SLEEPY1 protein
chlorophyll A-B binding protein (LHCB4.3)
histone H2A

DNAJ heat shock protein (J3)

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
expressed protein

T-complex protein 1 epsilon subunit (TCP-1-epsilon)
33 kDa secretory protein-related

myb family transcription factor

encodes a protein disulfide isomerase-like (PDIL) protein
expressed protein

Rieske (2Fe-2S) domain-containing protein
glycosyl hydrolase family 1 protein

1E-120
9E-08
1E-129
1E-127
4E-84
1E-133

1E-114
4E-73
1E-166
3E-98
1E-30
1E-180
9E-86
3E-62
6E-88
4E-82

1E-56
1E-107
1E-114

1E-155

2E-26
5E-66
1E-150
2E-43
3E-26
5E-60
7E-24
5E-79
1E-127
4E-44
1E-84
7E-99
1E-158
2E-69
1E-131
1E-118
4E-26
1E-26
4E-51
2E-24
8E-42

1E-176
5E-40
1E-114
6E-44
1E-168
1E-158
1E-91
1E-126
3E-79
7E-49

2E-72
1E-101
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aCL175Contig1 At4g29040  26S proteasome AAA-ATPase subunit (RPT2a) 0
aCL1758Contig1 At5g23240  DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein 1E-127
aCL1755Contig1 At1g78700  brassinosteroid signalling positive regulator-related 6E-71
aCL1753Contig1 At1g65820  microsomal glutathione s-transferase 2E-65
aCL1749Contig1 At5g13550  sulfate transporter family protein 1E-116
aCL1737Contig1 At4g01070  glycosyltransferase (UGT72B1) 1E-162
aCL172Contig2 At5g25610  dehydration-responsive protein (RD22) 4E-93
aCL16Contig2 At3g12490  similar to cysteine protease inhibitor 4E-25
aCL16Contig1 At5g54770  thiazole biosynthetic enzyme (ARA6) (THI1) (THI4) 1E-151
aCL1683Contig2 At4g31940  cytochrome P450 TE-67
aCL1678Contig2 At5g66380 encodes a folate transporter 1E-129
aCL1671Contig1 At5g18400  expressed protein 2E-36
aCL1661Contig2 At4g17510  ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1E-80
aCL165Contig1 At5g60660  major intrinsic family protein / MIP family protein 1E-130
aCL1648Contig2 At1g03900  expressed protein 1E-87
aCL163Contig1 At4g18100  60S ribosomal protein L32 (RPL32A) 5E-57
aCL1636Contig1 At1g68010  glycerate dehydrogenase 0
aCL1635Contig2 At4g13010  oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein 3E-67
aCL161Contig1 At4g31750  protein phosphatase 2C (PP2C) 1E-150
aCL1615Contig1 At4g01000  ubiquitin family protein 3E-60
aCL1613Contig1 At3g18490  aspartyl protease family protein 1E-162
aCL1606Contig2 At3g43190  sucrose synthase 1E-96
aCL15Contig4 At2g29630 thiamine biosynthesis family protein 1E-176
aCL1588Contig1 At2g45770  signal recognition particle receptor protein (FTSY) 1E-164
aCL157Contig1 At2g35940  similar to BEL1-like homeobox 4 protein (BLH4) 9E-09
aCL1577Contig1 At2g35940  similar to BEL1-like homeobox 4 protein (BLH4) 5E-29
aCL156Contig1 At1g14720  xyloglucan:xyloglucosyl transferase (XTR2) 1E-129
aCL1524Contig1 At5g17310  UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 0
aCL1512Contig1 At1g02130  Ras-related protein (ARA-5) / small GTP-binding protein 1E-102
aCL150Contig1 At3922440  hydroxyproline-rich glycoprotein family protein 1E-180
aCL1507Contig2 At2g29420  glutathione S-transferase 8E-50
aCL14Contig2 At5g51100  superoxide dismutase (Fe) 2E-81
aCL1498Contig1 At3g14420  (S)-2-hydroxy-acid oxidase / glycolate oxidase (GOX) 1E-177
aCL148Contig1 At1g79040  photosystem Il 10 kDa polypeptide (PsbR) 2E-47
aCL1483Contig2 At5g47830  expressed protein 9E-40
aCL147Contig1 At2g37110  expressed protein 4E-94
aCL1478Contig1 At1g60000 29 kDa ribonucleoprotein 2E-67
aCL1466Contig2 At1g05850  chitinase-like protein 1 (CTL1) 1E-142
aCL1438Contig1 At3g13160  pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 1E-79
aCL1432Contig1 At1g62040  autophagy 8c (APG8c) 6E-58
aCL142Contig1 At2g33040  ATP synthase gamma chain (ATPC) 1E-147
aCL1426Contig1 At1g29260  peroxisomal targeting signal type 2 receptor (PEX7) 1E-168
aCL1421Contig1 At4g20360  elongation factor Tu / EF-Tu (TUFA) 0
aCL1405Contig1 At3g54810  zinc finger (GATA type) family protein 2E-67
aCL1402Contig1 At5g08260  serine carboxypeptidase S10 family protein 1E-102
aCL13Contig7 At3g43810  calmodulin-7 (CAM7) 3E-81
aCL1396Contig1 At5g13520  peptidase M1 family protein 1E-159
aCL1386Contig2 At5g66650  expressed protein 1E-37
aCL1370Contig3 At1g32470  glycine cleavage system H protein 4E-71
aCL1370Contig2 At3g24503  aldehyde dehydrogenase (ALDH1a) 2E-21
aCL136Contig1 At3g48750  A-type cyclin-dependent kinase (CDKA) 1E-147
aCL1354Contig1 At1g73760  zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 7E-39
aCL1352Contig1 At4g35110  expressed protein 2E-64
aCL134Contig1 At2g45550  cytochrome P450 family protein 1E-133
aCL1340Contig1 At4g03280  cytochrome B6-F complex iron-sulfur subunit 2E-96
aCL133Contig3 AtMg00030  hypothetical protein 2E-22
aCL1337Contig3 At4g38620  myb family transcription factor (MYB4) 2E-73
aCL132Contig2 At1g19180  expressed protein 5E-39
aCL1326Contig1 At4g36910  CBS domain-containing protein 4E-75
aCL131Contigs At5g58240  bis(5'-adenosyl)-triphosphatase 2E-67
aCL1319Contig1 At1g32060  phosphoribulokinase (PRK) 0
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aCL1317Contig1
aCL1313Contig1
aCL130Contigs
aCL130Contig1
aCL12Contig9
aCL128Contig3
aCL1285Contig3
aCL1283Contig1
aCL1280Contig1
aCL1274Contig1
aCL1270Contig1
aCL126Contig1
aCL125Contig1
aCL1259Contig2
aCL1240Contig1
aCL123Contig1
aCL1233Contig1
aCL1232Contig1
aCL1231Contig2
aCL1205Contig1
aCL1202Contig2
aCL1199Contig2
aCL1174Contig1
aCL1164Contig1
aCL115Contig1
aCL1153Contig2
aCL1153Contig1
aCL112Contig4
aCL112Contig3
aCL1122Contig1
aCL1112Contig2
aCL1107Contig2
aCL1106Contig1
aCL1104Contig1
aCL10Contig9
aCL10Contig4
aCL1097Contig1
aCL1095Contig1
aCL1091Contig1
aCL1070Contig1
aCL1066Contig1
aCL1062Contig1
aCL1023Contig1
aCL1011Contig2
aCL1002Contig1
aC01020H11
aC01020H02
aC01020H01
aC01020G12
aC01020G10
aC01020G06
aC01020G04
aC01020E12
aC01020E11
aC01020E09
aC01020D05
aC01020D02
aC01020D01
aC01020C07
aC01020C04
aC01020C02

At1g65980
At5g41685
At5g40370
At1g26550
At3g18280
At5g22000
At1g07350
At2g29570
At3g21175
At5g45775
At2g28910
At5g59950
At2g37220
At3g59540
At5g67420
At5g54160
At2g16500
At3g15360
At2g24260
At1g32230
Atdg15940
At5g17380
At5g14780
At1g56340
At3g03070
At4g26840
At4g26840
At3g04880
At3g04880
At1g24120
At2g47770
At5g13450
At3g51370
At1g70160
At3g12500
At3g12500
At4g38220
At3g52580
At3g52300
At4g02080
At4g35220
At5g09590
At5g13930
At2g39450
At5g33340
At5g25780
At2g32400
At4g31050
At1g50180
At2g29650
At2g47620
At2g38650
At5g38350
At5g64480
At2g16650
At1g09240
At1g11260
At2g29260
At5g40950
AtCg00540
At5g45530

peroxiredoxin type 2

mitochondrial import receptor subunit TOM7
glutaredoxin

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PPIC-type family protein
protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP)
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
transformer serine/arginine-rich ribonucleoprotein
proliferating cell nuclear antigen 2 (PCNA2)
zinc finger (GATA type) family protein

60S ribosomal protein L11 (RPL11D)
CAX-interacting protein 4 (CAXIP4)

RNA and export factor-binding protein

29 kDa ribonucleoprotein

60S ribosomal protein L38 (RPL38B)

LOB domain protein 37 (LBD37)

quercetin 3-O-methyltransferase 1 (OMT1)
arginine decarboxylase 1 (SPE1)

thioredoxin M-type 4 (TRX-M4)

basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
WWE domain-containing protein (CEQO)
fumarylacetoacetate hydrolase family protein
pyruvate decarboxylase family protein

formate dehydrogenase (FDH)

calreticulin 1 (CRT1)

NADH-ubiquinone oxidoreductase-related
ubiquitin-like protein (SMT3)

ubiquitin-like protein (SMT3)
DNA-damage-repair/toleration protein (DRT102)
DNA-damage-repair/toleration protein (DRT102)
DNAJ heat shock protein

benzodiazepine receptor-related (PBR)

ATP synthase delta chain

protein phosphatase 2C (PP2C)

expressed protein

basic endochitinase

basic endochitinase

aminoacylase

40S ribosomal protein S14 (RPS14C)

ATP synthase D chain-related

GTP-binding protein (SAR1A)

cyclase family protein

heat shock protein 70 (HSP70)

chalcone synthase / naringenin-chalcone synthase
cation efflux family protein

aspartyl protease family protein

eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 9 (elF-3 eta)
glutamate receptor family protein (GLR5)
lipoyltransferase (LIP2p)

disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)
inorganic phosphate transporter

DNA-binding family protein

glycosyl transferase family 8 protein

disease resistance protein (NBS-LRR class)
expressed protein

similar to MATE efflux family protein
nicotianamine synthase

glucose transporter (STP1)

tropinone reductase

508 ribosomal protein L27 (RPL27)

encodes cytochrome f apoprotein

expressed protein

9E-75
1E-22
6E-42
2E-57
2E-23
1E-107
2E-36
1E-135
5E-57
3E-85
1E-48
7E-61
3E-77
2E-32
1E-73
6E-52
1E-137
1E-48
3E-57
2E-52
2E-59

1E-180
1E-173
5E-42
5E-43
6E-43
1E-123
1E-115
1E-114
3E-41
3E-53
1E-176
6E-76
3E-82
5E-87
1E-141
3E-61
8E-73
2E-85
4E-99

1E-112
1E-110
2E-84
T7E-97
1E-76
1E-51
4E-09
2E-37
1E-07
9E-37
5E-38
1E-26
5E-91
7E-74
1E-20
5E-69
3E-32
4E-50
1E-08
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aC01020B11

aC01020B06
aC01020B05
aC01020B01

aC01020A01

aC01019H05
aC01019G10
aC01019G09
aC01019F06
aC01019F05
aC01019F02
aC01019E12
aC01019E06
aC01019E05
aC01019E01

aC01019D09
aC01019D07
aC01019D04
aC01019D02
aC01019A05
aC01018H10
aC01018H07
aC01018H01
aC01018G11
aC01018G09
aC01018F10
aC01018F09
aC01018E04
aC01018E03
aC01018E02
aC01018D10
aC01018D08
aC01018D06
aC01018D04
aC01018D02
aC01018C12
aC01018C10
aC01018C09
aC01018C06
aC01018C01
aC01018B12
aC01018A07
aC01018A06
aC01018A04
aC01018A01

aC01017H01
aC01017G07
aC01017F11

aC01017F06
aC01017E08
aC01017E02
aC01017D08
aC01017D06
aC01017C08
aC01017C05
aC01017B12
aC01017A08
aC01017A05
aC01016H07
aC01016G11
aC01016G08

At2g29420
At3g10630
At1g75690
Atdg13140
At1g79610
At3g25410
At3g19900
At1g52140
At4g25340
At3g48470
At4g28290
At2g30580
Atdg19006
At3g27930
At5g42090
At4g36920
At1g24020
At3g25950
At5g58005
At4g30810
At1g18070
At1g56050
At1g50200
At4g08850
At2g21940
At2g47710
At2g33150
At3g51290
At4g16320
At3g27050
At5g37970
At4g20060
At3g54420
At5g40550
At2g23840
At3g53950
At5g43130
At5g27320
At5g06160
At3g57510
At1g01950
At2g29440
At4g35160
At1g08380
At5g40440
At4g23730
At1g05690
At5g04590
At1g72770
At5g25590
At1g05000
At3g23910
At2g37035
At1g30740
At3g01070
At1g60690
At5g23960
Atdg12290
At3g28345
At3g43740
At3g61320

glutathione S-transferase

glycosyl transferase family 4 protein

chaperone protein dnaJ-related

expressed protein

sodium proton exchanger (NHX6)

bile acid:sodium symporter family protein
expressed protein

expressed protein

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-related
expressed protein

expressed protein

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
26S proteasome regulatory subunit (RPN9)
expressed protein

expressed protein

floral homeotic protein APETALA2 (AP2)

Bet v | allergen family protein

expressed protein

expressed protein

serine carboxypeptidase S10 family protein
similar to elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha)
GTP-binding protein-related

aminoacyl-tRNA synthetase family protein
leucine-rich repeat family protein

shikimate kinase

universal stress protein (USP) family protein
acetyl-CoA C-acyltransferase

proline-rich family protein

expressed protein

expressed protein
S-adenosyl-L-methionine:carboxyl methyltransferase
expressed protein

class IV chitinase (CHIV)

expressed protein

HNH endonuclease domain-containing protein
glyoxal oxidase-related

similar to transcription initiation factor [ID (TFIID)
expressed protein

splicing factor-related

endo-polygalacturonase (ADPG1)
armadillo/beta-catenin repeat family protein
glutathione S-transferase

O-methyltransferase family 2 protein

expressed protein

mitogen-activated protein kinase kinase (MAPKK)
aldose 1-epimerase family protein

TAZ zinc finger family protein

sulfite reductase / ferredoxin (SIR)

protein phosphatase 2C (P2C-HA)

expressed protein

tyrosine specific protein phosphatase family protein
expressed protein

expressed protein

FAD-binding domain-containing protein
plastocyanin-like domain-containing protein
aldo/keto reductase family protein

encodes a sesquiterpene synthase

copper amine oxidase

ABC transporter family protein

leucine-rich repeat family protein

expressed protein

1E-42
4E-85
8E-25
2E-46
3E-21
1E-37
4E-39
1E-32
6E-27
1E-34
4E-08
1E-38
2E-97
8E-63
6E-31
2E-58
2E-09
1E-69
6E-27
7E-34
8E-20
3E-79
5E-46
6E-16
3E-37
2E-16
7E-65
2E-26
5E-29
4E-53
1E-52
2E-21
2E-37
2E-69
3E-59
1E-51
7E-50
3E-54
1E-50
2E-28
1E-16
8E-32
1E-33
9E-14
8E-66
3E-35
4E-09
3E-55
4E-41
4E-22
6E-79
4E-69
5E-13
4E-29
8E-25
4E-78
1E-30
1E-113
4E-48
7E-30
8E-17
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aC01016G07
aC01016G03
aC01016G01
aC01016F12
aC01016F10
aC01016E04
aC01016E03
aC01016D10
aC01016D06
aC01016C07
aC01016C03
aC01016B08
aC01016B03
aC01016A01
aC01015H12
aC01015H08
aC01015G12
aC01015G07
aC01015G06
aC01015G04
aC01015F12
aC01015F02
aC01015E12
aC01015E01
aC01015D10
aC01015D03
aC01015D01
aC01015C10
aC01015C04
aC01015B09
aC01015A09
aC01014F 11
aC01014E07
aC01014D09
aC01014D06
aC01014Co06
aC01014B12
aC01014B10
aC01014B02
aC01014A11
aC01014A07
aC01014A05
aC01014A03
aC01013H11
aC01013H02
aC01013F12
aC01013F11
aC01013E12
aC01013E11
aC01013E07
aC01013E02
aC01013D07
aC01013D05
aC01013C06
aC01013C02
aC01013B08
aC01013B02
aC01013A09
aC01013A07
aC01013A04
aC01012H10

At1g15340
At1g78915
At3g43810
At2g38330
At2g22780
At5g35750
At1g15990
At3g26000
At3g50950
At4g29060
At3g27820
At5g24530
At1g75220
At2g45990
At5g27280
At3g24730
At5g55260
At5g03455
At3g19960
At5g22320
At3g04790
At3g10620
At1g45130
At2g34790
At4g28780
At2g26150
At1g06620
At3g21820
At5g58240
At1926520
At3g09050
At1g11410
At2g02240
At3g58610
At3g53180
At2g15690
At4g13030
At1g76860
At3g06330
At5g20060
At2g41900
At1g61030
At1g69523
At4g10000
At5g49220
At1g32080
At1g70780
At1g51760
At1g10910
At5g46630
At1g54710
At1g42540
At5g60620
At5g27430
At3g49010
At5g63050
At1g08190
At5g07020
At2g40320
At4g33220
At3g57030

methyl-CpG-binding domain-containing protein
expressed protein

calmodulin-7 (CAM7)

MATE efflux family protein

malate dehydrogenase (PMDH1)

histidine kinase (AHK2)

cyclic nucleotide-regulated ion channel (CNGC7)
F-box family protein

disease resistance protein (CC-NBS-LRR class)
elongation factor Ts family protein (EF-Ts)
monodehydroascorbate reductase

oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein
integral membrane protein

expressed protein

zinc finger (DNL type) family protein

similar to yellow-leaf-specific protein 8 (YLS8)
serine/threonine protein phosphatase PP-X isozyme 2
rhodanese-like domain-containing protein

myosin (ATM)

leucine-rich repeat family protein

ribose 5-phosphate isomerase-related

diadenosine 5',5"'-P1,P4-tetraphosphate hydrolase
beta-galactosidase

FAD-binding domain-containing protein
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein

heat shock transcription factor family protein
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

SET domain-containing protein
bis(5'-adenosyl)-triphosphatase

similar to PRLI-interacting factor L

expressed protein

S-locus protein kinase

F-box family protein / SKP1 interacting partner 3-related
ketol-acid reductoisomerase

glutamine synthetase

pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
expressed protein

small nuclear ribonucleoprotein

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
similar to phospholipase/carboxylesterase family protein
zinc finger (CCCH-type) family protein

expressed protein

UbiE/COQ5 methyltransferase family protein
expressed protein

expressed protein

membrane protein, contains 12 transmembrane domains
expressed protein

IAA-amino acid hydrolase 3 (IAR3)
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
clathrin adaptor complexes medium subunit family protein
expressed protein

glutamate receptor family protein (GLR3.3)
phospholipid/glycerol acyltransferase family protein
signal peptidase subunit family protein

similar to 60S ribosomal protein L13 (RPL13D)
expressed protein

vacuolar assembly protein (VPS41)

proline-rich family protein

expressed protein

pectinesterase family protein

strictosidine synthase family protein

1E-35
3E-40
1E-51
3E-73
5E-89
1E-117
2E-37
2E-77
2E-77
4E-58
1E-18
2E-52
7E-86
2E-81
2E-63
9E-55
1E-112
2E-56
3E-31
3E-83
6E-61
1E-81
8E-98
4E-75
1E-56
6E-38
2E-68
1E-46
1E-23
8E-57
9E-66
7E-16
1E-21
4E-40
5E-53
2E-38
2E-35
1E-07
8E-33
2E-24
1E-54
3E-12
2E-56
3E-16
6E-40
6E-81
8E-20
2E-57
5E-18
9E-69
7E-14
1E-49
3E-38
4E-44
3E-19
2E-06
6E-43
5E-33
1E-57
6E-06
3E-42
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aC01012H05
aC01012H01
aC01012G08
aC01012G05
aC01012G03
aC01012F08
aC01012E09
aC01012E03
aC01012D02
aC01012C05
aC01012C02
aC01012B07
aC01012B04
aC01012B02
aC01012A04
aC01011H10
aC01011H03
aC01011F03
aC01011E07
aC01011E04
aC01011D09
aC01011D07
aC01011D06
aC01011C12
aC01011C01
aC01011B05
aC01011A09
aC01011A07
aC01011A02
aC01010H09
aC01010H06
aC01010H05
aC01010H03
aC01010G11
aC01010F01
aC01010D12
aC01010D10
aC01010D06
aC01010D02
aC01010C12
aC01010C05
aC01010B09
aC01010A07
aC01010A01
aC01009H02
aC01009G11
aC01009G08
aC01009G02
aCO01009F 11
aC01009F07
aC01009F05
aC01009E09
aC01009E04
aC01009D06
aC01009C05
aC01009C02
aC01009B02
aC01009A12
aC01009A05
aC01009A02
aC01008H08

At5g17790
At3g02350
At4g31240
At5g27270
At3g18870
At1g42470
At1g20925
At5g35080
At4g28088
At1g49210
At5g66150
At1g04770
At3g10550
At5g16990
At5g36930
At4g39460
At3g01410
At5g16010
At3g02020
At5g58300
At1g77740
At3g14080
At1g69780
At1g47890
At5g13070
At2g32230
At2g46220
At1g78020
At3g57330
At1g21065
At2g30710
At5g51970
At1g09290
At3g12380
At3g03570
At4g16390
At5g63860
At5g06240
At2g32580
At5g10250
At2g41520
At5g09300
At5g06800
At4g26600
At1g64720
At5g48790
At4g01650
At1g76080
At5g10140
At2g05120
At5g40980
At1g32080
AtCg00120
At1g76730
At3g28050
At5g04550
At5g40720
At4g15215
At2g39210
At5g59030
At4g28830

zinc finger (Ran-binding) family protein

glycosyl transferase family 8 protein

expressed protein

pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
mitochondrial transcription termination factor-related
patched family protein

auxin efflux carrier family protein

expressed protein

hydrophobic protein

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
glycosyl hydrolase family 38 protein

male sterility MS5 family protein

expressed protein

NADP-dependent oxidoreductase

disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)
mitochondrial substrate carrier family protein
RNase H domain-containing protein
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase family protein
aspartate kinase

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase
small nuclear ribonucleoprotein
homeobox-leucine zipper protein 13 (HB-13)
disease resistance family protein

MSF1-like family protein

pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein
expressed protein

senescence-associated protein-related (SAG102)
calcium-transporting ATPase

expressed protein

RabGAP/TBC domain-containing protein

sorbitol dehydrogenase

expressed protein

similar to actin

expressed protein

chloroplastic RNA-binding protein P67
UVB-resistance protein (UVR8)

expressed protein

expressed protein

phototropic-responsive protein (RPT2)

DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein
2-oxoisovalerate dehydrogenase

myb family transcription factor

nucleolar protein

expressed protein

expressed protein

expressed protein

thioredoxin family protein (TRX)

MADS-box protein flowering locus F (FLF)
expressed protein

expressed protein

membrane protein, contains 12 transmembrane domains

ATPase alpha subunit

5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase family protein
nodulin MtN21 family protein

expressed protein

expressed protein

ABC transporter family protein

nodulin family protein

copper transporter 1 (COPT1)

expressed protein

5E-15
4E-19
1E-30
5E-24
1E-20
2E-44
5E-43
1E-54
4E-23
1E-51
3E-18
3E-59
8E-32
2E-19
4E-31
3E-62
1E-33
7E-41
8E-55
1E-61
2E-64
3E-39
1E-58
2E-43
8E-90
3E-18
4E-35
1E-28
4E-07
1E-33
7E-14
2E-34
3E-21
6E-36
2E-65
6E-52
2E-10
1E-29
5E-33
7E-51
5E-52
3E-44
1E-28
1E-61
4E-43
8E-56
2E-34
8E-20
4E-22
5E-27
2E-29

1E-103

9E-83
1E-47
8E-10
3E-43
3E-33
3E-41
1E-18
7E-28
5E-16
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aC01008H04 At3g45040 phosphatidate cytidylyltransferase family protein 2E-06
aC01008G12 At3g24800 PRT1 protein (PRT1) 2E-32
aC01008G09 At4g27700 rhodanese-like domain-containing protein 2E-14
aC01008G04 At2g19440  glycosyl hydrolase family 17 protein 2E-65
aC01008E03 At3g48590  CCAAT-box binding transcription factor Hap5a 2E-56
aC01008D08 At4g14570  acylaminoacyl-peptidase-related 4E-55
aC01008C04 At5g16780  SART-1 family protein 7E-23
aC01008B12 At5g20110  dynein light chain 5E-45
aC01008B07 At4g37580  N-acetyltransferase / hookless1 (HLS1) 8E-36
aC01006H06 At2g32450  calcium-binding EF hand family protein 1E-104
aC01006G12 At3g53940  mitochondrial substrate carrier family protein 7TE-25
aC01006F11 At5g03940  signal recognition particle 54 kDa protein (SRP54) 3E-21
aC01006E11 At1g29800  similar to zinc finger (FYVE type) family protein 8E-88
aC01006E05 At1g55860  ubiquitin-protein ligase 1 (UPL1) 3E-69
aC01006D04 At3g48770  expressed protein 1E-52
aC01006C12 At2g41190  amino acid transporter family protein 5E-32
aC01006C11 At1g63910  myb family transcription factor (MYB103) 9E-70
aC01006B09 At3g55050  serine/threonine protein phosphatase 2C (PP2C6) 6E-15
aC01006A07 At5g52030  TraB protein-related 1E-20
aC01006A06 At4g02630  protein kinase family protein 1E-16
aC01005H09 At3g62000  O-methyltransferase family 3 protein 2E-79
aC01005F02 At2g44920 thylakoid lumenal 15 kDa protein 9E-26
aC01005F01 At4g02075  zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein 6E-44
aC01005E06 At2g27960  cyclin-dependent kinase (CKS1) 2E-36
aC01005E02 At1g52190  proton-dependent oligopeptide transport (POT) family protein 4E-78
aC01005D04 At2g27150  aldehyde oxidase 3 (AAO3) 4E-51
aC01005C10 At1g77800  PHD finger family protein 4E-44
aC01005C08 At2g29140  pumilio/Puf RNA-binding domain-containing protein 9E-36
aC01005C07 At4g12420  multi-copper oxidase (SKU5) 2E-06
aC01005C06 At5g67370  expressed protein 1E-70
aC01005B03 At4g39250  myb family transcription factor 1E-06
aC01005A10 At2g26830  choline/ethanolamine kinase family protein 6E-74
aC01005A05 At4g19400  expressed protein 4E-42
aC01004H07 At5g38660  expressed protein 8E-18
aC01004D12 At1g42540  glutamate receptor family protein (GLR3.3) 1E-68
aC01004D07 At5g15450  heat shock protein 100 (HSP100) 8E-73
aC01004C10 At1g29000 heavy-metal-associated domain-containing protein 2E-12
aC01004B07 At1g70320  ubiquitin-protein ligase 2 (UPL2) 2E-20
aC01003H08 At3g02330  pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 1E-31
aC01003G12 At3g61200 thioesterase family protein 3E-08
aC01003G01 At5g20280  sucrose-phosphate synthase 6E-53
aC01003D11 At5g52780  expressed protein 3E-18
aC01003D04 At2g46820  expressed protein 5E-16
aC01003C11 At1g08920  sugar transporter / similar to ERD6 protein 3E-24
aC01003C04 At3g11340  UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein 2E-51
aC01003B10 At4g02510  chloroplast outer membrane protein 1E-53
aC01003B09 At5g20660 24 kDa vacuolar protein (VP24) 2E-54
aC01003B08 At3g11210  GDSL-motif lipase/hydrolase family protein 1E-24
aC01003B03 At5g42950  GYF domain-containing protein 2E-28
aC01003A09 At5g55300  DNA topoisomerase | 2E-52
aC01002H07 At1g49180  protein kinase family protein 1E-16
aC01002E01 At3g18030  halotolerance protein (HAL3A) 2E-42
aC01002D07 At4g11860  expressed protein 9E-75
aC01002A08 At5g58930  expressed protein 7TE-22
aC01001H01 At5g02810  pseudo-response regulator 7 (APRR7) 2E-12
aC01001F11 At2g03780  translin family protein 5E-57
aC01001F06 At5g17910  expressed protein 1E-14
aC01001E11 At4g35980  expressed protein 5E-28
aC01001C09 At5g51350  leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 1E-47
aC01001B11 At5g59610  DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein 3E-47
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I. Unigenes de citricos implicados en la biosintesis de diversos terpenoides

I.1. Terpenoides derivados de GGPP

I.1.1. Biosinstesis de tocoferol

| BIOSINTESIS DE TOCOFEROL |

p-Hydroxy
phenylpyruvate Homogentisate
e} 113.11.27 ——»O

2-Methyl- 2,3-Dimethyl-
6-phytylquinol  5-phytylquinol

Geranylgeranyl
diphosphate

o 1.3.1- Phytyl

I 8-Tocopherol

¥-Tocopherol

| diphosphate VTEl—» 0-G-TMT—» 0
B-Tocopherol

L —————— D( Chlorophyll metabol ism)

HPT —%O—VTE3—#» O—VTEl—# O-G-TMT—» O

o-Tocopherol
(Vitamin E)

Fig. Al. Esquema de biosintesis de tocoferoles en citricos. Las cajas verdes indican los
pasos para los que se identificaron ESTs procedentes de la genoteca Veg1 y las naranjas
aquellos pasos para los que se encontraron los candidatos correspondientes en las demas

genotecas del CFGP.

En la base de datos del CFGP fue posible identificar ESTs de citricos

correspondientes a cada una de las enzimas implicadas en la sintesis de tocoferol

(Tabla A1).

Tabla Al. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de tocoferol

Enzimas EC %eénsds?nﬁg? Contigs Singletons I'El'gt_lz_a;
Geranilgeranil reductasa (GGR) 1.3.1.- At1g74470 2 0 35
4-Hidroxifenilpiruvato dioxigenasa 1.13.11.27  At1g06570 1 1 21
Homogentisato fitilpreniltransferasa (HPT) At2g18950 8 6 36
MPBQ/MSBQ-metiltransferasa (VTE3) 21.1.- At3g63410 2 0 11
Tocoferol ciclasa (VTE1) At4g32770 2 1 24
Gamma-tocoferol metiltransferasa (G-TMT) 2.1.1.95 At1964970 1 1 24
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1.1.2. Biosintesis de carotenoides

| BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES |

Prephytoene
Phytoene diphophate

= ; i . Geranylgeranyl
:[_ SRRSO« aniss O diphophate
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§-Carotene # y-Carotene
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Fig. A2. Esquema de biosintesis de carotenoides en citricos. Las cajas naranjas
representan los pasos para los que se identificaron los genes candidatos a partir de la
coleccion de ESTs del CFGP.

En la base de datos del CFGP fue posible identificar ESTs de citricos
correspondientes a cada una de las enzimas implicadas en la biosintesis de

carotenoides (Tabla A2).

Tabla A2. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de carotenoides

Enzimas EC %eénsds?n'?;g: Contigs Singletons I'El'gt_lz_a;
Fitoeno sintasa (PSY) 2.5.1.32 At5g17230 2 2 7
Fitoeno dehidrogenasa (PSD) 1.14.99.- At4g14210 1 2 4
zeta-Caroteno desaturasa (ZDS) 1.14.99.30  At3g04870 3 1 14
Licopeno epsilon ciclasa (s-LCY) 551.- At5g57030 1 2 4
Carotenoide B-ring hidroxilasa (B-CHX) 1.14.13.- At4g25700 2 0 38
Carotenoide ¢-ring hidroxilasa (e-CHX) 1.14.99.- At3g53130 1 0 2
Licopeno beta ciclasa (B-LYC) 55.1.- At3g10230 3 0 33
Zeaxantina epoxidasa (ZEP, ABA1) 1.14.13.90  At5g67030 2 3 21
Violaxantina de-epoxidasa (VDE) 1.10.99.3 At1g08550 0 2 2
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1.1.3. Metabolismo del acido abscisico

METABOLISMO DEL ACIDO ABSCISICO

9'-cis- .
Neoxanthin Xanthoxin

Neoxanthin O————— 0— 1.13.11.51 ~—>(i)
1.1.1.288

Abscisic aldehyde

1.2.3.14
8'-Hydroxy-  Phaseic Dihydroxy-
abscisate acid phaseic acid

Abscisate O—1.1413.93 —» O——» O0———» O

Abscisic acid
O glucose ester

Fig. A3. Esquema del metabolismo del acido abscisico en citricos. Las cajas verdes
indican los pasos para los que se identificaron ESTs procedentes de la genoteca Veg1 vy las
naranjas aquellos pasos para los que se encontraron los candidatos correspondientes en las
demas genotecas del CFGP.

En la base de datos del CFGP fue posible identificar ESTs de citricos
correspondientes a cada una de las enzimas implicadas en el metabolismo del acido
abscisico (Tabla A3).

Tabla A3. Unigenes de citricos que codifican enzimas del metabolismo del acido abscisico
Gen de ATH Total

Enzimas EC mas similar Contigs Singletons ESTs

Biosintesis

9-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa 1.13.11.51 At1g30100 2 1 12
At3g14440 1 2 11

Xantoxina dehidrogenasa (ABA2) 1.1.1.288 At1g952340 1 2 6

Abscisico aldehido oxidasa (AAO3) 1.2.3.14 At2g27150 - 2 2

Catabolismo

Acido abscisico 8™-hidroxilasa 1.14.13.93  At3g19270 2 2 15
At2g29090 2 0 6
At4g19230 3 0 11

Acido abscisico glucosiltransferasa 241.- At4g34131 1 0 2
At1g05530 3 0 15
At2g23250 1 0 24
At2g23260 1 0 8
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I.2. Terpenoides derivados de GGPP y FPP

[.2.1. Biosintesis de plastoquinona

BIOSINTESIS DE UBIQUINONA

p-Hydroxybenzoate
? solanyl pyrophosphate
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3-Nonaprenyl-
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¢ 1,4-benzoquinone

21164—»0 Ubiquinone
2-Nonaprenyl-3-methyl- 3-Demethyl-
6-methoxy-1,4-benzoquinone  ubiquinone

Fig. A4. Esquema de biosintesis de ubiquinona en citricos. Las cajas naranjas
representan los pasos para los que se identificaron los genes candidatos a partir de la
coleccion de ESTs del CFGP.

En la base de datos del CFGP fue posible identificar ESTs de citricos
correspondientes a cada una de las enzimas implicadas en la biosintesis de
ubiquinona (Tabla A4).

Tabla A4. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de ubiquinona

. Gen de ATH . . Total
Enzimas EC mas similar Contigs Singletons ESTs
Hidroxibenzoato poliprenilo difosfato
transferasa (PPT) 251.- At4923660 1 1 15
Nonaprenildihidroxibenzoato metiltransferasa  2.1.1.- At2g30920 1 0 2
Nonaprenildihidroxibenzoato metiltransferasa 2.1.1.64  At2g30920 1 0 2
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[.2.2. Biosintesis de plastoquinona

BIOSINTESIS DE PLASTOQUINONA

p-Hydroxyphenylpyruvate

113.11.27

Solarqlrl
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¥
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Fig. A5. Esquema de biosintesis de plastoquinona en citricos. Las cajas naranjas
representan los pasos para los que se identificaron los genes candidatos a partir de la
coleccion de ESTs del CFGP.

En la base de datos del CFGP fue posible identificar ESTs de citricos
correspondientes a cada una de las enzimas implicadas en la biosintesis de

plastoquinona (Tabla A5).

Tabla A5. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de plastoquinona
Gen de ATH Total

Enzimas EC mas similar Contigs Singletons ESTs
4-Hidroxifenilpiruvato dioxigenasa 1.13.11.27  At1g06570 1 1 21
MPBQ/MSBQ-metiltransferasa (VTE3) 211.- At3g63410 2 0 11
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I.3. Terpenoides derivados de FPP

1.3.1. Biosintesis de esteroles
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Fig. A6. Esquema de biosintesis de esteroles en citricos. Las cajas naranjas
representan los pasos para los que se identificaron los genes candidatos a partir de la
coleccion de ESTs del CFGP.
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En la base de datos del CFGP fue posible identificar ESTs de citricos
correspondientes a cada una de las enzimas implicadas en la biosintesis de esteroles
(Tabla AG).

Tabla A6. Unigenes de citricos que codifican enzimas de biosintesis de esteroles

. Gen de ATH . . Total
Enzimas EC mas similar Contigs Singletons ESTs
Escualeno sintasa 2.51.21 AT4G34640 0 1 1
Escualeno monooxigenasa 1.14.99.7 AT1G58440 1 0 7
AT4G37760 1 2 5
Cicloartenol sintasa 5.4.99.8 AT2G07050 0 3 3
Esterol 24-C-metiltransferasa 2.1.1.41 AT5G13710 2 0 5
Cicloeucalenol cicloisomerasa 5519 AT5G50375 1 0 4
Esterol 14-demetilasa 1.14.13.70 AT1G11680 1 2 5
Delta 14-esterol reductasa 1.3.1.70 AT3G52940 - - -
Colestenol delta-isomerasa 5.3.35 AT1G20050 1 1 3
24-metilenesterol C-metiltransferasa 2.1.1.143 AT1G20330 2 0 13
C-5 esterol desaturasa (DWF7) 1.14.21.6  AT3G02580 0 1 1
Esterol delta 7-reductasa (DWF5) 1.3.1.21 AT1G50430 1 0 3
Delta 24-esterol reductasa (DWF1) 1.3.1.72 AT3G19820 - - -
C-22 esterol desaturasa (CYP710A) 1.3.1.- AT2G34500 1 0 7
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Anejo lll. Unigenes de citricos representados en la micromatriz CIT1 que codifican factores de
transcripcion y/o reguladores de la transcripcion
Family Citrus unigene  AGI code Description E-value

ABI3VP1 aCL7219Contigl At3g18990 transcriptional factor B3 family protein 1E-81
ABI3VP1 aCL7325Contigl At3g18990 transcriptional factor B3 family protein 6E-40
ABI3VP1 aCL4518Contigl At4g32010 transcriptional factor B3 family protein 2E-62
Alfin-like aCL3306Contigl Atlg14510 PHD finger family protein 1E-101
AP2-EREBP aCL8Contig7 Atlg50640 ethylene response factor (ERF) subfamily B-1 1E-22
AP2-EREBP aCL89Contigl At39g14230 ethylene response factor (ERF) subfamily B-2 1E-68
AP2-EREBP aCL152Contigl At39g14230 ethylene response factor (ERF) subfamily B-2 5E-32
AP2-EREBP aCL524Contigl At3g15210 ethylene response factor (ERF) subfamily B-1 6E-21
AP2-EREBP aC02007E03SK_c  At5g11190 ethylene response factor (ERF) subfamily B-6 2E-47
AP2-EREBP aCL2849Contigl At5g13330 ethylene response factor (ERF) subfamily B-4 3E-35
AP2-EREBP aCL396Contigl At5g13330 ethylene response factor (ERF) subfamily B-4 3E-28
AP2-EREBP aCL1567Contigl At5g44210 ethylene response factor (ERF) subfamily B-1 3E-23
ARF aC03006F12SK_c  Atlg30330 auxin-responsive factor (ARF6) 8E-71
ARF aCL2271Contigl Atlg59750  auxin-responsive factor AUX/IAA-related 0
ARF aCL3486Contigl At5g62000  auxin-responsive factor 1E-129
bHLH aCL8856Contigl At1g09250 transcription factor 8E-33
bHLH aC02020G06SK_c  Atlg09530 phytochrome interacting factor 3 (PIF3) 3E-17
bHLH aCL8145Contigl At1g22380 basic helix-loop-helix transcription factor 5E-56
bHLH aC03004B03SK_c  Atlg22380 basic helix-loop-helix transcription factor 2E-72
bHLH aCL5746Contigl At1g29950 transcription factor 1E-22
bHLH aCL3615Contigl At1g59640  basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 2E-72
bHLH aC20002B11SK_c  Atlg69010 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 3E-61
bHLH aC20002E09SK_c  At2g42280 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 1E-16
bHLH aCL3157Contigl At2g46970  basic helix-loop-helix (bHLH) protein 7E-31
bHLH aCL9380Contigl At3g07340  basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 1E-36
bHLH aCL2290Contig2 At3g17100 transcription factor 1E-36
bHLH aCL2564Contigl At4g01460  basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 9E-45
bHLH aCL9448Contigl At4g14410  basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 3E-66
bHLH aCL7683Contigl At4g20970  basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 2E-23
bHLH aC18016G11Rv_c At4g25410 basix helix-loop-helix (bHLH) family protein 8E-22
bHLH aC04015F06SK_c  At4g29100 ethylene-responsive family protein 1E-52
bHLH aC08014B07SK_c  At4g29100 ethylene-responsive family protein 2E-39
bHLH aCL488Contig3 At5g09460 transcription factor 6E-16
bzIP aCL6889Contigl At1g08320  bZIP family transcription factor 2E-23
bzIP aCL3553Contigl Atlg45249  ABA-responsive element-binding protein 2E-74
bzIP aCL474Contigl At3g19290 ABA-responsive element-binding protein 2 3E-76
bzIP aCL7631Contigl At3g56850  ABA-responsive element-binding protein 3 8E-46
bzIP aCL2910Contigl At3g58120  bZIP transcription factor family protein 4E-73
bzIP aC08005F12SK_c  At3g62420  bZIP transcription factor family protein 1E-12
bzIP aCL3546Contigl At3g62420  bZIP transcription factor family protein 4E-48
bzIP aCL4220Contigl At4g34590  bZIP transcription factor family protein 3E-27
bzIP aC04015B01SK_c  At4g38900  bZIP family transcription factor 4E-31
bzIP aCL2063Contigl At5g44080  bZIP transcription factor family protein 4E-26
C2C2-CO-like  aC03003C09SK_c Atlg28050  zinc finger (B-box type) family protein 2E-34
C2C2-CO-like  aC05014D03SK_c  At4g27310  zinc finger (B-box type) family protein 8E-29
C2C2-CO-like  aCL1873Contig2 At4g27310  zinc finger (B-box type) family protein 4E-31
C2C2-CO-like  aCL475Contigl At5g24930  zinc finger (B-box type) family protein 1E-115
C2C2-Dof aC08003G05SK_c  At4g24060  Dof-type zinc finger domain-containing protein 6E-32
C2C2-Dof aCL6670Contigl At5g62940  Dof-type zinc finger domain-containing protein 6E-22
C2C2-Gata aCL4896Contigl At1g08010  zinc finger (GATA type) family protein 3E-43
C2C2-YABBY  aC02019G10SK_c Atlg69180 transcription factor CRC (CRABS CLAW) 1E-42
C2C2-YABBY  aClL4611Contigl At2g26580  plant-specific transcription factor YABBY 8E-67
C2C2-YABBY  aClL4648Contigl At2g26580  plant-specific transcription factor YABBY 6E-18
C2H2 aCL684Contig2 At1g04850  ubiquitin-associated (UBA)/TS-N protein 1E-73
C2H2 aCL684Contigl At1g04850  ubiquitin-associated (UBA)/TS-N protein 1E-139
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C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C2H2

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

C3H

CAMTA
CCAAT-DR1
CCAAT-HAP3
CCAAT-HAP3
CCAAT-HAPS
CCAAT-HAPS
CCAAT-HAPS
EIL

EIL

G2-like
G2-like
G2-like
G2-like
G2-like
G2-like
GeBP

GRAS

aCL146Contigl
aCL382Contigl
aCL335Contigl
aC07001D04SK_c
aCL5005Contigl
aCL5478Contigl
aCL5095Contigl
aC08010C06SK_c
aCL3682Contigl
aCL5429Contigl
aC02021A12SK_c
aCL7490Contigl
aCL1165Contigl
aCL8194Contigl
aCL2974Contigl
aCL5281Contigl
aCL650Contigl
aCL2178Contigl
aCL2110Contigl
aCL3598Contigl
aCL7031Contigl
aCL466Contigl
aCL1354Contigl
aCL4880Contigl
aCL198Contigl
aCL2811Contigl
aCL7612Contigl
aC20009E07SK_c
aC18006A08Rv_c
aCL7967Contigl
aCL548Contigl
aCL812Contigl
aCL3130Contigl
aCL3130Contig2
aCL7954Contigl
aCL3447Contigl
aC02003G02SK_c
aCL8387Contigl
aCL4888Contigl
aCL5150Contigl
aCL2517Contig2
aCL5719Contigl
aCL2659Contigl
aCL5582Contigl
aCL1964Contigl
aCL665Contig2
aCL665Contigl
aC01008E03SK_c
aCL5023Contigl
aCL1330Contigl
aCL319Contigl
aClL4426Contigl
aC02013H09SK _c
aCL4279Contigl
aC01010A07SK_c
aCL7275Contigl
aCL2740Contigl
aCL7712Contigl

Atlg27730
Atlg27730
At1g30970
At1g43860
At1g50670
At2927100
At2927760
At2928710
At3902790
At3902860
At3907940
At3912270
At3952800
At4916845
At4931420
At5903740
At5964610
At5966730
At1g11020
At1g15100
At1g50440
At1g68070
Atlg73760
At1g73950
At2904240
At2931510
At2937150
At2946495
At2946495
At3902340
At3909770
At3916090
At3955530
At3955530
At3958030
At4933565
At5908750
At5908750
At5920910
At5938895
At5941350
At5964220
At5923090
At3953340
At4914540
At1g08970
At1g08970
At3948590
At2927050
At3920770
At1g25550
At2901060
At3913040
At4913640
At5906800
At5929000
At5914280
At1g21450

salt tolerance zinc finger protein (STZ) 4E-48
salt tolerance zinc finger protein (STZ) 1E-38
supressor of frigida 4 (SUF4) 1E-104
transcription factor 3E-25
OTU-like cysteine protease family protein 1E-100
zinc-finger (C2H2 type) protein SERRATE (SE) 1E-30
tRNA isopentenyltransferase 1E-111
zinc finger (C2H2 type) family protein 3E-22
zinc finger (C2H2 type) family protein 4E-43
expressed protein 4E-32
zinc finger and C2 domain protein 1E-28
methyltransferase family protein 2E-38
zinc finger (AN1-like) family protein 2E-49
vernalization 2 protein (VRN2) 5E-42
zinc finger (C2H2 type) family protein 1E-116
zinc finger (C2H2 type) family protein 3E-24

histone acetyltransferase 0

zinc finger (C2H2 type) family protein 8E-24
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-119
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 2E-31
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 3E-26
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-89
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 7E-39
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 4E-68
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 4E-44
similar to zinc finger protein 1E-176
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 2E-09
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 4E-14
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 4E-13
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 3E-31
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-105
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-177
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 2E-53
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 4E-29
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 2E-63
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-41
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 6E-24
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 2E-43
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-102
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 1E-33
zinc finger (C3HC4-type RING) family protein 2E-49
calmodulin-binding transcription activator 2E-95
TATA-binding protein 5E-55
CCAAT-box binding transcription factor 2E-51
CCAAT-box binding transcription factor (HAP3) 2E-50
CCAAT-box binding transcription factor Hap5a 7E-68
CCAAT-box binding transcription factor Hap5a 1E-60
CCAAT-box binding transcription factor Hap5a 2E-56
ethylene-insensitive3-likel (EIL1) 7TE-22

ethylene-insensitive 3 (EIN3) 0

myb family transcription factor 3E-77
myb family transcription factor 1E-57
myb family transcription factor 5E-10
myb family transcription factor 2E-51
myb family transcription factor 1E-28
myb family transcription factor 7E-49
DNA-binding storekeeper protein-related 2E-42
scarecrow-like transcription factor 1 (SCL1) 1E-106
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GRAS

GRAS

GRAS

GRF

HD-BEL
HD-BEL
HD-BEL
HD-Zip |
HD-Zip |
HD-Zip Il
HD-Zip Il
HD-Zip 1l
HD-Zip IV
HD-HOX?7 like
HD-KNOX |
HD-KNOX II
HRT

HSF

HSF
JUMONJI
LOB Class Il
MADS-Type |
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MADS-Type Il
MIF subfamily
MYB-atypical
MYB-CCALl-like
MYB-CCALl-like
MYB-CCALl-like
MYB-like
MYB-R-R-type
MYB-TBP-like
MYB-TBP-like
MYB-TBP-like
NAC

NAC

NAC

NAC

NAC

NAC

NAC

NAC

NAC

NAC

NAC
R1R2R3-MYB
R1R2R3-MYB
R2R3-MYB
R2R3-MYB
R2R3-MYB

aCL3705Contigl
aCL3779Contigl
aCL1853Contigl
aCL5415Contigl
aCL4929Contigl
aCL157Contigl
aCL1577Contigl
aC01011D06SK_c
aCL6484Contigl
aCL997Contigl
aCL228Contigl
aCL6460Contigl
aC02015G09SK_c
aC02006F10SK_c
aC02004E05SK_c
aCL1472Contigl
aCL8507Contigl
aC04011G02SK_c
aCL432Contigl
aCL7189Contigl
aCL1240Contigl
aCL8174Contigl
aCL176Contigl
aCL4207Contigl
aCL2625Contigl
aCL3917Contigl
aC01009F11SK_c
aC20007B02SK_c
aCL8484Contigl
aCL3805Contigl
aCL5010Contigl
aCL9040Contigl
aC04018B08SK_c
aCL2656Contigl
aCL3899Contigl
aCL973Contigl
aC01005B03SK_c
aC20001D01SK_c
aCL3396Contigl
aC20010D05SK_c
aC05004G07SK_c
aCL943Contigl
aCL267Contig2
aCL7982Contigl
aCL1571Contigl
aCL157Contig2
aCL2766Contigl

aCL728Contig2
aCL35Contig3
aCL8380Contigl
aCL4040Contigl
aCL3976Contigl
aCL6786Contigl
aC07001B04SK_c
aCL5017Contigl
aC01006C11SK_c
aCL413Contigl

At2901570
At2929060
At5952510
At5953660
At2923760
At2935940
At2935940
At1g69780
At5965310
At4916780
At4937790
At1g52150
At3961150
At1g28420
At1923380
At5925220
At5956780
At4936990
At4936990
At4920400
At5967420
At5960440
At1924260
At3958780
At4918960
At4922950
At5910140
At5920240
At5920240
At5062165
At5965050
At3928917
At4911400
At1g01060
At3909600
At5947390
At4939250
At2938090
Atlg72650
At5903780
At5903780
At1g01720
At1g01720
At1g33060
At1g69490
At3904070
At3910480

At3g15510
At4g27410
At4g35580
At5g04410
At5g13180
At4g32730
At4g32730
Atlg17950
At1g63910
At1g68320

gibberellin response modulator (RGA1)
scarecrow transcription factor family protein
scarecrow-like transcription factor 8 (SCL8)
growth regulating factor (GRF7)

similar to BEL1-like homeobox 2 protein (BLH2)
similar to BEL1-like homeobox 4 protein (BLH4)
similar to BEL1-like homeobox 4 protein (BLH4)

homeobox-leucine zipper protein 13 (HB-13)
homeobox-leucine zipper protein 5 (HB-5)
homeobox-leucine zipper protein 4 (HAT4)
homeobox-leucine zipper protein 22 (HAT22)
homeobox-leucine zipper family protein
homeobox-leucine zipper family protein
homeobox transcription factor

homeobox transcription factor (KNAT6)
similar to knotted-1 like 4 (KNAT4)

similar to transcription factor

heat shock factor protein 4 (HSF4)

heat shock factor protein 4 (HSF4)
transcription factor jumonji (jmj) family protein
lateral organ boundaries protein 37 (LBD37)
MADS-box protein (AGL62)

MADS-box protein (AGL9)

agamous-like shatterproof 1 (SHP1)

floral homeotic protein AGAMOUS (AG)
MADS-box protein (AGL19)

MADS-box protein flowering locus F (FLF)
floral homeotic protein PISTILLATA (PI)
floral homeotic protein PISTILLATA (PI)
similar to MADS-box protein (AGL20)
MADS-box protein (MAF2)

zinc finger homeobox family protein
ARID/BRIGHT DNA-binding protein

similar to myb transcription factor (CCA1)
myb family transcription factor

myb family transcription factor

myb family transcription factor

myb family transcription factor

myb family transcription factor

expressed protein

expressed protein

no apical meristem (NAM) family protein

no apical meristem (NAM) family protein

no apical meristem (NAM) family protein

no apical meristem (NAM) family protein

no apical meristem (NAM) family protein

no apical meristem (NAM) family protein
no apical meristem (NAM) family protein
(NAC2)

no apical meristem (NAM) family protein (RD26)

no apical meristem (NAM) family protein
no apical meristem (NAM) family protein
no apical meristem (NAM) family protein
myb family transcription factor

myb family transcription factor

myb family transcription factor (MYB52)
myb family transcription factor (MYB103)
myb family transcription factor (MYB62)

0
1E-113
1E-138
4E-07
1E-127
9E-09
5E-29
1E-58
1E-40
4E-84
3E-74
5E-88
7E-17
9E-32
1E-64
1E-151
2E-50
3E-27
1E-82
4E-26
1E-73
2E-07
9E-93
7E-85
5E-96
5E-59
4E-22
1E-20
8E-65
1E-54
3E-24
2E-21
5E-15
1E-103
1E-72
1E-114
1E-06
4E-54
4E-55
2E-15
5E-13
1E-112
1E-100
2E-06
2E-89
6E-88
3E-91

3E-95
1E-105
1E-72
1E-128
4E-81
1E-21
2E-33
2E-71
9E-70
6E-62
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R2R3-MYB aC02008E10SK_c  At2g37630 myb family transcription factor (MYB91) 5E-18
R2R3-MYB aC20006B02SK_c  At2g37630 myb family transcription factor (MYB91) 8E-46
R2R3-MYB aC03004B08SK_c  At3g23250 myb family transcription factor (MYB15) 5E-40
R2R3-MYB aCL6070Contigl At39g27810  myb family transcription factor (MYB3) (MYB21) 7TE-64
R2R3-MYB aCL2843Contigl At3g30210 myb family transcription factor (MYB121) 1E-51
R2R3-MYB aC18004B12Rv_c  At4g21440 myb family transcription factor (MYB102) 3E-12
R2R3-MYB aCL8980Contigl At4921440  myb family transcription factor (MYB102) 2E-18
R2R3-MYB aCL1337Contig3 At4g38620  myb family transcription factor (MYB4) 2E-73
R2R3-MYB aCL7866Contigl At5949620  myb family transcription factor (MYB78) 3E-48
R2R3-MYB aCL693Contigl At5g67300  myb family transcription factor 7E-63
SBP aCL6731Contigl At2g47070  squamosa promoter-binding protein (SPL1) 1E-24
TCP aCL5534Contigl At2g30410 tubulin folding cofactor A (KIESEL) 2E-34
TUB aCL1192Contigl At1g25280  F-box family protein / tubby family protein 1E-168
TUB aCL9120Contigl At2g18280  tubby-like protein 7E-59
TUB aCL7933Contigl At2g47900  tubby-like protein 1E-175
VOZz-9 aC20003C09SK_c  Atl1g28520 expressed protein 5E-67
WHIRLY aCL8737Contigl Atlg71260 expressed protein 1E-48
WRKY aCL5056Contigl At2g04880 WRKY family transcription factor (ZAP1) 8E-32
WRKY aCL1506Contigl At2g38470 WRKY family transcription factor 1E-104
WRKY aC04005E02SK_c  At4g01720 WRKY family transcription factor 4E-11
WRKY aCL3680Contigl At4g18170 WRKY family transcription factor 7E-51
WRKY aCL1201Contigl At4922070  WRKY family transcription factor 1E-111
WRKY aCL3000Contigl At4923810 WRKY family transcription factor 4E-57
WRKY aCL1204Contig3 At4926640 WRKY family transcription factor 3E-37
WRKY aC07003C03SK_c  At4g39410 WRKY family transcription factor 4E-21
ZF-HD aCL4549Contigl At1g69600  zinc finger homeobox family protein 1E-57
ZF-HD aCL1228Contigl At4924660  zinc finger homeobox family protein 1E-58
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