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Introduccion

La introduccion a esta tesis se ha dividido en dos partes claramente
diferenciadas estrechamente relacionadas con las preguntas que se han
tratado de resolver y con el material utilizado para llevar a cabo nuestros
estudios. La primera parte de la introduccion se ha dedicado a revisar la
tolerancia al aluminio, su importancia en suelos acidos, los métodos utilizados
para detectar sus efectos, los distintos mecanismos de defensa, los genes de
tolerancia descritos en diferentes especies vegetales y, uno de los mecanismos
mas estudiados hasta el momento, la exudacion de acidos organicos (malico,
citrico y oxalico) junto con los principales genes candidatos encontrados hasta
la fecha. La segunda parte de la introduccion esta dedicada al material
empleado para la realizacion de la tesis, en concreto al centeno. El material
utilizado para llevar a cabo cualquier estudio genético es de suma
importancia. Desde el punto de vista genético el centeno no es un buen
material de estudio, es una planta relativamente grande que debe cultivarse
en invernaderos o en el campo y que ocupa bastante espacio. No es facil
obtener mas de una generacion al ano. Tiene una gran cantidad de ADN y una
enorme cantidad de secuencias repetidas que dificultan el aislamiento de los
genes involucrados en los procesos estudiados. Es una especie alogama que
presenta una gran variabilidad genética, esta variabilidad es en ocasiones una
ventaja y en otras un inconveniente, ya que diferentes plantas del mismo
cultivar poseen distintos genotipos para los caracteres analizados. Sin
embargo, el centeno comparado con el trigo hexaploide, tiene la ventaja de ser
diploide, ademas, es una planta bastante rastica, resistente a diferentes tipos
de estrés bidtico y abiotico. En lo tocante a la tolerancia al aluminio, el
centeno es, hasta la fecha, uno de los cereales mas tolerantes que se han
descrito. La cebada es muy sensible, algunas especies modelo como
Arabidopsis thaliana y Brachypodium distachyon son también muy sensibles.
El trigo otra de las especies de gran importancia en la alimentacion humana
es moderadamente tolerante, es decir, existen algunas variedades tolerantes.
Sin embargo, en centeno lo dificil es encontrar cultivares o lineas sensibles.
Por ejemplo, las pocas lineas de centeno que se clasifican como sensibles son
mas tolerantes al estrés por Aluminio que los cultivares de trigo clasificados
como tolerantes. Por tal motivo nuestro grupo de investigacion esta interesado
en el aislamiento de los posibles genes involucrados en la tolerancia al estrés
por Al en centeno y, por ello, hemos creido conveniente dedicarle la segunda
parte de la introduccion en la que hablaremos de su caracteristicas,

importancia y origen. La mayoria de esta introduccion procede de revisiones
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previas realizadas por otros autores en la tolerancia al estrés por Al y en los
estudios sobre el origen del centeno cultivado que han sido ampliadas con los
datos mas recientes que hemos encontrado en los trabajos relacionados con

estos temas.

1. Tolerancia Al Aluminio:-

1.1 Importancia Y Alcance Del Problema De La Toxicidad Por Aluminio En Suelos

Acidos:-

Los suelos acidos muestran una baja productividad que se debe a una
combinacion de minerales toxicos como el aluminio (Al) y manganeso (Mn) y
deficiencias minerales tales como foésforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg) y
molibdeno (Mo). Estas deficiencias se deben a la baja solubilidad de estos
minerales a pH acido (Figural.l). De todos estos minerales, el Al
(principalmente su cation trivalente Al3+) es toxico para una gran cantidad de
cultivos de gran importancia agricola y es el principal factor que reduce la
productividad en suelos acidos (Eswaran y col. 1997, Foy y col. 1978, Rao y
col. 1993, Kochian 1995).

4 5 6 7 8 9 10
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Figura 1.1. Solubilidad de diferentes minerales a distintos pH.

La organizacion FAO (Food and Agriculture Organization) de Naciones Unidas
contempla a la toxicidad por Al como la segunda causa mas importante de
disminucién de los rendimientos agricolas después del riesgo de erosion e
indica que afecta al 14,7% de la superficie terrestre (Bot y col. 2000). En
comparacion, la salinidad y el aumento de sodio afectan cada uno
aproximadamente al 3% de la superficie terrestre. Entre el 30 y el 40% de los
suelos actualmente cultivados son terrenos de tipo acido y un 70% de los

potencialmente cultivables también lo son (Haug, 1983). La acidez no
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solamente afecta aproximadamente al 40% de los suelos cultivados, ademas se
incrementa y acelera por ciertas practicas de labranza y por la lluvia acida

(Aniol y col. 1980, Haug 1983, Kennedy 1986).

La utilizacion de productos alcalinizantes y calcareos (limo) permite mejorar la
produccion en suelos acidos, sin embrago, es una solucion poco eficaz. El
efecto neutralizante del limo se produce en los primeros 25 cm del suelo y no
llega a zonas mas profundas en las que penetra el sistema radicular (Guedes-
Pinto 1985). Ademas, el empleo de dichos productos alcalinizantes da lugar a

un efecto colateral no deseado, la contaminacion del suelo.

La toxicidad por Al es el principal factor limitante de la produccion agricola en
el Africa subsahariana, Asia, Oceania, América central y Sudamérica. En
Norteamérica es la segunda causa o factor que reduce la produccion. Una
revision realizada recientemente por la FAO indica que casi un tercio de los
paises tienen problemas de toxicidad por Al en el 25% o mas de su superficie
(54 de 166 paises, Bot y col. 2000). La toxicidad por Al se produce en suelos
acidos con un pH inferior a 5,5. Cuando el pH es inferior a 5,5 los cationes
rizotoxicos de Al (Al3*) se solubilizan a partir de aluminosilicatos y otros
minerales no toxicos del suelo (Kochian 1995; Kochian y col. 2004). Las
primeras consecuencias de la intoxicacion por Al son la inhibicion del
crecimiento y funcion de la raiz. Sin embargo, existentes consecuencias
posteriores tales como un aumento de la susceptibilidad a otros tipos de estrés
y una disminucion general del rendimiento. Brasil, Argentina y Colombia son
los tres mayores productores de maiz de Sudameérica. Brasil y Colombia tienen
extensas areas con toxicidad por Al (63 y 56%, respectivamente) mientras que
Argentina esencialmente no tiene suelos con problemas de toxicidad por Al. En
2004, 2005 y 2006 el rendimiento medio del maiz en Colombia fue la tercera
parte del obtenido en los mismos afnos en Argentina, mientras que en Brasil

fue aproximadamente la mitad.

1.2 Distribucién Global De Los Suelos Acidos:-

La acidez del suelo esta influenciada por factores edaficos, climaticos y
biologicos, estando determinada por la cantidad de iones H* en solucion. El Al
es el tercer elemento mas abundante después del oxigeno y el silicio,
representa un 8% en peso de la corteza terrestre (Fitz Patrick 1986) y forma
parte de muchos minerales primarios y secundarios. A pH acido, estos

minerales se disuelven en parte liberando Al en solucion al suelo, donde puede
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ser hidrolizado y contribuir a la acidez del suelo. Entre los cationes que mas
contribuyen a la acidez del suelo estan los iones Al3* y Fe3* (Thomas and

Hargrove 1984).

Los suelos de tipo granitico se acidifican mas rapido que los calcareos. Los
suelos arenosos con pocas particulas de arcilla se acidifican mas rapido por su
menor reserva de cationes alcalinos y mayor capacidad de filtrado. Las lluvias
intensas influyen en la acidificacion dependiendo del flujo de agua a través del
suelo (percolacion). La acidificacion del suelo se intensifica por la eliminacion
de los cationes después de la cosecha y por lluvia acida (Ulrich y col 1980). La
materia organica en descomposicion forma acido carbodnico y otros acidos
débiles que contribuyen a la acidificacion (Carver y Ownby 1995). La
acidificacion del suelo aumenta por aplicaciones repetidas de nitrogeno
(practica normal de labranza) en cantidades que exceden la absorcion de los
cultivos (Adams 1984). La produccion neta de H* tiene lugar a través de

procesos naturales como la nitrificacion del nitrégeno amoénico.

Existen varias estimaciones de la distribucion mundial de los suelos acidos
(Figura 1.2). Los suelos acidos ocupan 1.455 millones de hectareas (11% de la
superficie terrestre) segin una estima realizada por Van Wambeke (1976). Sin
embargo, Haug (1983) estim6 que los suelos acidos representaban entre 30-
40% de la superficie cultivable y mas del 70% de la potencialmente cultivable.
Posteriormente, Von Uexkull y Mutert (1995) estimaron que la extension global
de los suelos acidos (suelos con pH < 5,5) era de 3.950 millones de hectareas,
aproximadamente el 30% del total de la superficie mundial libre de hielos.
Eswaran y col. (1997) apuntaron que el 26% de la superficie libre de hielos

son suelos acidos, estima que coincide bastante bien con la anterior.

Los suelos acidos aparecen principalmente en dos zonas terrestres: la zona
norte, con frio y clima templado humedo, y la zona subtropical, con calor y
condiciones humedas (Von Uexkull y Mutert, 1995). La mayoria de los suelos
acidos son selvas y bosques (66,3% o 2.621 millones de hectareas), mientras
que el 17,7 % (699 millones ha) esta cubierto por vegetacion de estepa,
pradera y sabana. Solamente 212 millones ha (5,4%) de suelos acidos estan
sembrados (Von Uexkull y Mutert, 1995). Los suelos acidos ocupan grandes
extensiones de terreno potencialmente cultivable, que podrian utilizarse para

reforestar y mejorar los pastos para produccion animal, buenos ejemplos de
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esta situacién se dan en la sabana de Brasil, en Colombia, Venezuela, Africa

central y sudeste Asiatico (Bourlaug y Dowswell 1997).

mmm Muy dcidos
== Moderadamente dcidos
Ligeramente dcidos

m== No dcidos

Figura 1.2. Distribucion Mundial de los suelos

En Europa, los paises escandinavos se encuentran entre las regiones mas
afectadas y en la Federacion Rusa existen alrededor de 5 millones de
hectareas de suelo cultivable acido. En Polonia, el 60% de la superficie
cultivable esta clasificada como acida o muy acida (Bogouszewski, 1980) y en
Portugal el 80% de los suelos han sido definidos como acidos (Almeida 1955).
En Espana existen problemas de suelos acidos en Galicia y Extremadura

(Figura 1.3).

== Muy dcidos

W= Moderadamente acido
Ligeramente acidos

W= No dcidos

Figura 1.3. Distribuciéon Europea de los suelos

[ 6




Introduccion

El empleo de alcalinizantes (materiales con compuestos de Ca y Mg que
neutralizan la acidez del suelo) disminuye la acidez del suelo y, por tanto, la
toxicidad por Al3* (Barber 1984). El material mas empleado es la cal agricola,
procedente de piedras calizas como calcita (Ca COg3), dolomita (CaCO3z, MgCO3),
o una mezcla de ambas. La cal se dispersa en la superficie y luego se mezcla
con el suelo en las operaciones de mantenimiento (arado, etc). En agua, el
CaCOs3 se disuelve y se hidroliza para formar iones OH- que posteriormente
pueden reaccionar con iones H+* formados a partir de la hidrélisis del Al3+
(Thomas y Hargrove 1984). Otros materiales utilizados son marga, virutas de
hierro y acero, polvo de chimeneas de cementeras, basura de diferentes tipos
de fabricas (de remolacha azucarera, de papel, de carburo calcico, de
asilamientos térmicos de lana de roca y plantas depuradoras de agua); aunque
SU UsSo es escaso y en areas proximas a su origen (Thomas y Hargrove 1984).
Otros factores que disminuyen la acidez del suelo son la disponibilidad de NO3
y la consiguiente liberacion de OH- (que puede neutralizar parte de los iones
H*), la desnitrificacion de NOz y la volatilizacion del NHs. Los métodos
practicos que optimizan la eficiencia en el uso de nitrégeno, y reducen en
ultimo término la cantidad de NO3z pérdida por filtracion, pueden disminuir la

tasa de acidificacion (Carver y Ownby 1995).

1.3 La Infertilidad De Los Suelos Acidos:-

La solubilidad de los componentes del suelo y, por tanto, la disponibilidad de
nutrientes esta relacionada con el pH del suelo. Los suelos acidos son poco
fértiles y, por consiguiente, fitotoxicos debido a problemas nutricionales,
deficiencias, o falta de disponibilidad de nutrientes esenciales tales como
calcio, magnesio, molibdeno y fosforo, y toxicidad de aluminio, manganeso y
actividad de H* (Figura 1.1) (Foy y col. 1978, Foy 1984, Carver and Ownby
1995, Jayasundara y col. 1998).

La toxicidad por Al es el principal factor limitante del crecimiento en suelos
acidos (Foy y col. 1978, Foy 1984, Carver and Ownby 1995, Jayasundara y
col. 1998). El principal sintoma del estrés por Al es la inhibicién rapida del
crecimiento radicular (Figural.4) (Foy y col. 1978, Foy, 1984, Taylor 1988,
Jayasundra y col. 1998).

Las raices danadas por Al son mas pequenas y quebradizas, su punta se
vuelve mas gruesa y de color marron, aparecen muchas raicillas laterales y

son poco eficientes absorbiendo nutrientes y agua (Foy y col. 1978). La
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interaccion del Al con la pared celular, la membrana plasmatica y el
simplasma de la raiz son algunos de los mecanismos que pueden producir
estos efectos (Taylor 1988, Marschner 1991, Horst 1995, Kochian 1995). La
zona terminal de 2 o 3 mm de la raiz (apice y meristemo) es la zona critica, la
exposicion al Al3* de los 3 mm siguientes no produce una inhibicion
significativa del crecimiento (Ryan y col. 1993). Segiin Bennet y Breen (1991)
el apice de la raiz proporciona protecciéon frente al Al¥* a través de su

implicacion en la percepcion de la senal y distribucion hormonal.

Figura 1.4. A) Inhibicién del crecimiento de las raices en

pH 4.4 pH 6.5 plantas de centeno no tolerantes (NT) y tolerantes al

ST2 ST22 ST2 ST aluminio tratadas con una solucién nutritiva con aluminio
a pH 4.0 durante 24 horas. B) Tolerancia de la linea de
translocacion 3DS.3RL (ST22) y la linea no sustituida
(ST2) de Triticale al suelo acido. Ambas lineas fueron
crecidas en al6fano Andosol a pH acido (pH 4.4) o a pH
moderadamente acido (pH 6.5) durante 6 dias. Como se
puede observar en la linea sensible ST22 que carece del
brazo de centeno 3RS se produce una notable inhibicion
del crecimiento de las raices. Esta ultima fotografia fue
tomada de Ma y col. 2000. C) Desarrollo raquitico de las

plantas no tolerantes (NT) que crecen en suelos acidos.

1.4 E1 Aumento De La Poblacién Mundial:-

Las estimaciones de crecimiento de la poblacion mundial indican que el
numero de habitantes se duplicara en el ano 2050. El mantenimiento de las
necesidades de la poblacion y de la seguridad en la alimentacion en ese
momento, supondran un enorme desafio durante los préximos anos.
Probablemente, la producciéon tendra que duplicarse o, casi seguro, triplicarse
para satisfacer a los 11 mil millones de habitantes que poblaran el planeta. De
estos, aproximadamente el 90% vivira en los paises en desarrollo (Herrera-
Estrella, 1999). Este desafio supondra seguramente un aumento de los

terrenos destinados a cultivo, siendo necesario utilizar terrenos que
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actualmente no se usan y que sean potencialmente cultivables. Las
estimaciones actuales indican que aproximadamente el 70% de los terrenos
potencialmente cultivables son de tipo acido. Por tanto, el conocimiento
profundo de los mecanismos moleculares que subyacen a la tolerancia al
estrés por Al y, el posterior desarrollo biotecnolégico de variedades con
genotipos tolerantes que puedan cultivarse en los paises en desarrollo, son
objetivos fundamentales de investigacion y, de su éxito dependera, en gran
parte, el aumento de la produccién necesario para satisfacer las necesidades

futuras de la poblacion.

Existe una gran variacion del grado de tolerancia al aluminio en las diferentes
especies vegetales. Algunas especies son inherentemente mas tolerantes, por
ejemplo: yuca (Manihot esculenta Crantz), caupi o chicharo salvaje (Vigna
ungiculata L. Walp), cacahuete o mani (Arachys hipogaea), guandul (Cajanus
cajan L. Millsp.), patata (Solanum tuberosum), arroz (Oryza sativa L.) y centeno
(Secale cereale L.) (Little, 1988). En la familia Triticeae, el centeno es la especie
mas tolerante seguido por Triticale (X Triticosecale Wittmack), trigo (Triticum
aestivum L.) y cebada (Hordeum vulgare L.) (Mugwira y col. 1976, 1978, Aniol y
Madej 1996).

El estudio del control genético de la tolerancia al aluminio, la identificacion de
genes candidatos, su localizacion cromosomica, el analisis de su expresion y el
descubrimiento de los mecanismos moleculares que subyacen a la tolerancia
son objetivos fundamentales en diferentes especies de cereales de elevado
interés agronomico. Sin embargo, también son objetivos importantes en otras
especies relacionadas. La identificacion de genes candidatos relacionados con
la tolerancia, su localizacion y el estudio de su expresion en centeno, especie
de la familia Triticeae con mayor grado de tolerancia, permitira introducir
dichos genes en especies de mayor importancia agrondémica aunque menos
tolerantes, como trigo y cebada, mediante la obtencion de plantas
transgénicas. De igual manera, la deteccion de marcadores moleculares
estrechamente ligados a los genes de tolerancia permitira introducir dichos
genes en lineas, variedades y cultivares mas sensibles mediante programas de
seleccion asistida por marcadores. Sin las limitaciones que produce el estrés
por Al, es posible obtener rendimientos significativamente superiores en los
mismos terrenos cultivables y, ademas, se promocionaria la seguridad
alimentaria, el desarrollo econémico y se preservaria el ambiente (Hoekenga y

Magalhaes, 2011).
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1.5 Métodos Empleados Para Determinar El Grado De Tolerancia Al Aluminio:-

Los métodos para evaluar la tolerancia al Aluminio utilizados por los distintos
autores son bastante variados: cultivo de células y tejidos (Corner y Meredith
1985), crecimiento en soluciones nutritivas (Baier y col. 1996), bioensayos en
suelo (Stelen y Andersen 1978, Ring y col 1993) y evaluaciones en campo
(Johnson y col. 1997). Los métodos de laboratorio e invernadero son los mas
utilizados ya que son rapidos, precisos, no destructivos y pueden aplicarse en
estados tempranos de desarrollo. Sin embargo, las evaluaciones de campo son

mucho mas laboriosas (Craver y Ownby 1995).

El crecimiento en soluciones nutritivas en el laboratorio (Figura 1.5) es la
técnica mas empleada ya que proporciona un acceso sencillo a las raices,
permite controlar la disponibilidad de nutrientes, el pH y utilizar métodos de
medida de la tolerancia no destructivos (Carver y Ownby 1995). Los métodos
mas utilizados para evaluar la tolerancia y clasificar las planta en tolerantes y
sensibles son la tincion de las raices con hematoxilina y el crecimiento de la
raices después del tratamiento con Al (Baier y col. 1995, Carver y Ownby
1995). También se ha utilizado para evaluar la tolerancia al Aluminio el peso
seco de las raices y de la parte aérea, el numero de hijuelos y el numero de
espigas y flores por espiga (Mugwira y col. 1976, Manyova y col. 1988).
También se ha descrito correlacion entre la tolerancia al Aluminio y la
induccion de sintesis de calosa (1,3-B-D-glucano) (Zhang y col. 1994, Basu y
col. 1997, Horst y col. 1997). Ademas, los resultados obtenidos con soluciones
nutritivas en el laboratorio han demostrado correlacionarse muy bien con los
de campo, ya que las plantas clasificadas como tolerantes normalmente
muestran un mejor comportamiento y caracteristicas agronémicas adecuadas
en suelos acidos (Carver y col. 1988, Rajaram y Villegas 1990, Ruiz-Torres y

col. 1992, Rengel y Jurkic 1993, Baier y col. 1995).

El método de tincion con hematoxilina (Figura 1.6) es una herramienta muy
poderosa para evaluar la tolerancia sin necesidad de medidas cuantitativas
laboriosas. La hematoxilina forma complejos con el Aluminio de los tejidos que
ha sido inmovilizado en forma de AIPO4 en la raiz o inmediatamente debajo de
la superficie de la raiz (Ownby 1993). A medida que aumenta la cantidad de Al
que entra en la raiz aumenta la intensidad de tincién con hematoxilina y
disminuye la tolerancia al Al (a mayor tincion menos tolerancia) (Polle y col.
1978).
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Figura 1.5. Método de evaluacién de la tolerancia al aluminio basado la
medicion del crecimiento de las raices después de un tratamiento con Al en
una solucién nutritiva a pH acido (4.0) y tinciébn posterior con
Eriocromocianina R.

Figura 1.6. Tincién con hematoxilina para identificar genotipos tolerantes
al Aluminio de trigo. Las plantulas de genotipos tolerantes y sensibles al
Aluminio crecieron en 0,2 mM CaClz sin Aluminio (las dos raices de la
parte superior) o con 50 uM de Al (las dos raices de la parte inferior, la
variedad sensible al Aluminio es la de la parte inferior) y luego se tifieron
con hematoxilina. La tinciéon Intensa de los apices de la raiz sensible
indica la acumulacién de Aluminio en la punta de las raices.

También es posible utilizar otros sistemas de tincion de las raices que estan
estrechamente relacionados con la tolerancia (Figura 1.7). Los tratamientos
con Aluminio producen un aumento de la aparicion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que conducen a una mayor formaciéon de agua oxigenada (H20,)
cuya presencia puede detectarse empleando DCF-DA (2’,7’-diclorofluoresceina

diacetato). Este aumento es mayor en las plantas sensibles. También se
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produce una mayor peroxidacion lipidica en las raices de las plantas

sensibles que puede evaluarse tinendo las raices con el reactivo de Schiff (Yin

y col. 2010).

DCF-DA Schiff Evans Blue

UV 1111

L1l

— i e

Figura 1.7. Tinciones de raices de tabaco tratadas y sin tratar con Al con diferentes compuestos.
Morin para detectar la acumulacién de aluminio, DCF-DA para reconocer las zonas en las que
se esta produciendo agua oxigenada. El reactivo de Schiff para localizar la peroxidacion lipidica
y Evans Blue para ver muerte celular (Yin y col.2010).

La acumulacion de Aluminio no solamente puede evaluarse mediante la
tincién con hematoxilina, también puede estimarse empleando un compuesto
fluorescente como el morin. Las raices de las plantas sensibles muestran un
mayor grado de fluorescencia al tenirse con morin. Los tratamientos con
Aluminio a pH acido suelen provocar la muerte celular en las raices de las
plantas sensibles y dicha muerte celular puede ponerse en evidencia tinendo

las raices con Evans Blue. (Yin y col. 2010).

El método del crecimiento de la raiz habitualmente tiene en cuenta dos
parametros: el crecimiento de la raiz después del tratamiento con Al (Baier y
col. 1995) vy el indice de tolerancia de las raices que consiste en comparar el
crecimiento después del tratamiento con Al y el crecimiento sin tratar. Ambos
métodos tienen ventajas e inconvenientes, en el caso de la tincion con
hematoxilina es necesario emplear la concentracion adecuada de Aluminio
segin la especie estudiada (Hede y col. 2001). El crecimiento de la raiz
después del tratamiento con Al es una combinacion de la tolerancia (genotipo
tolerante) y del vigor de la raiz, y la mejor manera de separar ambos efectos es
incluir en los experimentos controles sin tratar (Figura 1.8). También se han
empleado métodos que combinan la hematoxilina y el crecimiento de las
raices. Todos estos sistemas han sido empleados en una gran variedad de

estudios genéticos y moleculares.

AL
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Los parametros que habitualmente se emplean para decidir si una planta es o
no tolerante son el crecimiento de la raiz después del tratamiento con

Aluminio y el indice de tolerancia.

Figura 1.8. Efecto del Al en el crecimiento de las raices de
genotipos de trigo que difieren en la tolerancia al aluminio en
el locus Altl. Las plantulas se cultivaron en una solucién
compuesta de 0,2 mM y 10 mM de CaCla y de Al
respectivamente, durante 5 dias. El genotipo tolerante al Al (a
la derecha) manifiesta poco o ningun efecto del Al sobre el
crecimiento, mientras que el sensible (a la izquierda) esta
severamente inhibido el crecimiento de la raiz.

El cultivo de células y tejidos puede ser una manera de evaluar la tolerancia al
Aluminio, ya que la tolerancia se expresa a nivel celular (Taylor 1995), aunque
este método ha sido poco utilizado, probablemente debido a la dificultad

técnica de crecer células a pH bajo (Carver y Ownby 1995).

Los bioensayos en suelo no se realizan necesariamente en los suelos del area
elegida para la produccion, pero la evaluacion en un suelo representativo del
area elegida es un paso critico intermedio después de las valoraciones en
soluciones nutritivas y antes de las caras y tediosas evaluaciones en campo
(Carver y Ownby 1995). Los bioensayos en suelo son mejores que las
evaluaciones llevadas a cabo con soluciones nutritivas cuando la tolerancia
puede estar influenciada por factores externos al suelo (Ring y col. 1993), sin

embargo hay muy pocos ejemplos de su utilizacion.

Las evaluaciones en campo son el método mas directo para valorar la
tolerancia midiendo el rendimiento econémico, normalmente se llevan a cabo
dos réplicas: una en parcelas de suelo acido y otra en parcelas tratadas con
limo (Carver y Ownby 1995, Johnson y col. 1997). En las evaluaciones en
campo los dos problemas mas importantes son las infecciones por hongos
patogenos (favorecidas por el bajo pH y la aplicacion de limo) y la variacion
espacial del pH en la superficie y en las subcapas de suelo. Existen varios
ejemplos de evaluaciones en campo, pero son muy caras y laboriosas (Stelen y
Andersen 1978, Ruiz-Torres y col. 1992, Baier y col. 1995, Johnson y col.
1997)

13
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2. La Tolerancia Al Aluminio:-

La rizotoxicidad por Al se produce cuando los cationes de Al (Al3+) alcanzan las
partes vulnerables de la raiz. La quelacion del Al es un mecanismo comun de
detoxificacion que puede realizarse en el exterior (exclusion del Al) o en el

interior (quelacion interna) de la raiz.

Los mecanismos de tolerancia al Al pueden dividirse en mecanismos que
facilitan la exclusion del Al del apice de la raiz (mecanismos externos o
apoplasticos) y mecanismos que confieren la habilidad de tolerar el Al en el
simplasma de la planta (mecanismos internos o simplasticos de tolerancia)
(Taylor 1988, Carver and Ownby 1995, Kochian 1995). La mayoria de la
investigacion se ha centrado en el estudio de los mecanismos externos ya que
se ha supuesto que la mayoria del Al de la raiz es apoplasmico y su
penetracion en el simplasma es en general muy baja. Sin embargo, se ha
demostrado que del 50-70% del Al total esta en el simplasma (Tice y col.
1992,) y llega aqui tan solo 30 minutos después de la exposicion a Al (Lazof y
col. 1994). Los mecanismos de tolerancia externos o apoplasticos mas

importantes son:-

1) Exudacion de acidos organicos (Hue y col. 1986, Suhayda y Haug
1986, Miyasaka y col. 1991, Delhaize y col. 1993, Basu y col. 1994b,
Ryan y col. 1995, Pellet y col. 1995, De la Fuente y col. 1997).

2) Inmovilizacion del Al en la pared celular (Mugwira y Egawhary
1979, Blamey y col. 1990, Taylor 1991, Kochian 1995).
3) Exudacion de fosfato (Taylor 1991, Ryan y col. 1993, Pellet y col. 1997).

4) Eflujo activo de Al a través de la membrana plasmatica (Zhang y

Taylor 1989, 1991, Taylor 1991).

5) Produccion de mucilago por las raices (Horst y col. 1982, Henderson

y Ownby 1991).

6) Exclusion de Al a través de la alteracion del pH de la rizosfera (Foy y
col. 1965, Mugwira y col. 1976, Mugwira y Patel 1977, Foy 1988,
Taylor 1988, Taylor 1991, Kochian 1995, Pellet y col. 1997).

7) Permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica (Wagatsuma y

Akiba 1989, Taylor 1991).
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Los mecanismos de tolerancia internos o apoplasticos mas importantes son:

1) Sintesis de proteinas de union a Al (Aniol 1984b, Picton y col. 1991,
Rincon y Gonzalez 1991, Delhaize y col. 1991, Basu y col. 19944,
Somers y Gustafson 1995, Somers y col. 1996, Basu y col. 1997).

2) Quelacion en el citosol.

3) Compartimentacion en vacuolas.

4) Aparicion de enzimas tolerantes a Al.

5) Actividad enzimatica elevada (Taylor 1991).

El mecanismo de tolerancia mas estudiado y comprendido hasta la fecha es la
exclusion de Al que se basa fundamentalmente en acidos organicos como
malico, citrico y oxalico que quelan el Al. En las vias relacionadas con malico y
citrico se han identificado varios genes como genes mayores candidatos de
tolerancia, mientras que otras vias de exclusion de Al son menos conocidas y
aun no se han identificado genes candidatos. La exclusion de Al por quelacion
requiere, en primer lugar, que se detecte el Al y que se sinteticen y transporten
ligandos (acidos organicos entre otros) que posteriormente seran exudados por
la raiz. Los genes candidatos de tolerancia identificados hasta el momento
pertenecen a la tercera categoria, es decir, estan involucrados en el transporte
de ligandos, fundamentalmente en el transporte de malico y de citrico. El
destino del Al en el interior de las raices es de dificil estudio, casi inabordable,
las plantas poseen como hemos mencionado mecanismos internos de
tolerancia tales como la quelacion del Al en el citosol, la eliminacién de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), modificaciones en la sintesis de lipidos o
en las paredes celulares u otros mecanismos atin no conocidos o identificados.
La exudacion de acidos organicos es uno de los mecanismos de tolerancia mas
extendidos. En la (Tabla 1.1) se puede encontrar una relacion de especies
vegetales que exudan diferentes tipos de acidos organicos en respuesta al

estrés por Aluminio.

2.1 Control Genético De La Tolerancia Al Aluminio:-

La aplicacion de cal agricola puede disminuir la acidez en la zona superficial
del suelo. Sin embargo, es una solucion poco eficaz, ya que el efecto
neutralizante se ejerce en los primeros 25 cm. del suelo y no afecta a zonas

profundas, donde penetra gran parte del sistema radicular (Guedes-Pinto,
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1985). Ademas, cuando las capas del subsuelo son acidas, la mejora de la
capa superficial no permite a las raices penetrar la capa acida y alcanzar los
aportes de agua y nutrientes criticos mas profundos. Por consiguiente, la
obtencion y seleccion de variedades de plantas con genotipos tolerantes al
aluminio, por técnicas de mejora tradicional o mediante ingenieria genética,
parece la mejor solucion al problema.

Tablal.l Acidos organicos (AO) exudados por las raices de diferentes especies
vegetales en respuesta al estrés por Aluminio.

AO exudado Especie vegetal Referencia
Citrico Maiz (Zea mays) Pellet y col. 1996
Citrico Tabaco (Nicotiana tabacum) Delhaize y col. 2001
Citrico Senna tora (Cassia tora) Ishikawa y col. 2000
Citrico Soja (Glycine max) Silvay col. 2001
Citrico, Malico Avena (Avena sativa) Zhengy col. 1998
Citrico, Malico Centeno (Secale cereale) Liy col. 2000
Citrico, Malico Triticale (Triticale ssp) May col. 2000
Citrico, Malico Girasol (Helianthus annuus) Saber y col. 1999
Citrico, Malico Rabano (Raphanus sativus) Zheng y col. 1998
Citrico, Malico Colza (Brassica napus) Zheng y col. 1998
Citrico, Malico Leguminosa arbustiva (Lespedeza bicolor) Dongy col. 2008
Citrico, Malico, Sorgo (Sorghum bicolor) Magalhaes y col. 2007,
Aconitico Goncalves y col. 2005
Malico,Citrico Trigo (Triticum aestivum) Delhaize y col. 1993,

Ryan y col. 2009
Malico, Citrico Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) Kobayashi and

Koyama 2002,

Liuy col. 2009
Malico, Citrico Caupi (Vigna unguiculata) Jemoy col. 2007
Oxalico Taro (Colocasia esculenta) Ma and Miyasaka 1998
Oxalico Trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) Zheng y col. 1998
Oxalico, Citrico  Alamo o chopo temblén (Populus tremula) Qiny col. 2007
Oxalico Arroz (Oryza sativa) Begum y col. 2009

El estudio del control genético (nimero de loci y tipo de herencia) de la
tolerancia y la localizacion cromosémica de los genes que la confieren ha sido,
y es, un objetivo basico de investigacion en cereales, especialmente en trigo.
Para mejorar los Triticales y en los estudios de la manipulacion cromosémica
de trigo es clave conocer qué cromosomas de trigo, centeno y otros cereales

poseen genes de Tolerancia al Aluminio (Aniol y Gustafson 1984).
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2.1.1 Control Genético En Trigo:-

Slootmaker (1974) encontr6é que el genomio D de trigo era el mas importante,
seguido por los genomios A y B. Posteriormente, Aniol y Gustafson (1984)
identificaron genes de tolerancia en los brazos cromsomicos 6AL, 7AS, 4BL,
2DL, 3DL, 4DL y 7D, confirmando que los genomios D y A eran los mas
importantes. Mas tarde, Aniol (1990) localiz6 genes que controlaban la
tolerancia en los brazos 2DL, 4DL y O5AS. Kerridge y Kronstad (1968)
encontraron un gen  dominante responsable de la tolerancia en un
cruzamiento entre dos variedades de trigo, Druchamp y Brevor. Sin embargo,
Aniol (1984a) concluyé que habia varios genes responsables de la Tolerancia al
Aluminio en trigo. Segun Lafever y Campbell (1978) y Campbell y Lafever
(1981), la tolerancia no se hereda de forma sencilla, su expresion es aditiva y
tiene alta heredabilidad, coincidiendo este resultado con lo descrito por Aniol
(1984a). Camargo (1981) demostré que la tolerancia en el cultivar Atlas66
estaba determinada por un mecanismo genético complejo que implicaba al
menos dos genes dominantes principales y quizas algunos genes menores.
Previamente, se habia identificado un gen en el cromosoma 5D, pero
Berzonsky (1992) concluyo que la tolerancia en Atlas66 estaba determinada
ademas de por genes dominantes del genomio D, por genes de los genomios A
y/o B. Rajaram y col. (1991) mediante diferentes cruzamientos, explicaron la
tolerancia con dos genes dominantes complementarios en un parental y un
gen recesivo en otros dos parentales. Camargo (1984) también ha descrito
herencia recesiva en trigo para la Tolerancia al Aluminio. Sin embargo, en
trigo, trabajos mas recientes indican que la tolerancia esta controlada por un
gen mayor dominante (Delhaize y col. 1993, Somers y Gustafson 1995,
Somers y col. 1996, Riede y Anderson, 1996, Basu y col 1997). Hace poco que
se han obtenido diversos marcadores moleculares ligados al gen de tolerancia
Altgy localizado en el cromosoma 4DL (Riede y Anderson 1996, Luo y Dvorak
1996, Rodriguez-Milla y Gustafson 2001). El gen candidato responsable de la
tolerancia al aluminio localizado en el brazo 4DL de trigo es un gen
transportador de malato activado por Aluminio (TaALMT1) del que hablaremos
mas adelante en esta introduccion. También se ha localizado posteriormente
un QTL en el brazo 4BL de trigo que confiere tolerancia al Aluminio que seria
responsable de la exudacion de citrato (Ryan y col. 2010) y cuyo gen candidato
seria un transportador de citrato activado por Aluminio (TaMATE1). De dicho

gen también hablaremos mas adelante en la introduccion.
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Los ultimos resultados obtenidos en trigo mediante estudios de asociacion
genomica empleando una gran cantidad de cultivares y marcadores DArt,
ponen de manifiesto la existencia de muchos loci distribuidos en diferentes
cromosomas de trigo que contribuyen a la exudacion de malato y que, explican
una parte importante de la variabilidad para lo tolerancia al aluminio en este
especie (Raman y col 2010). Estos resultados ponen de manifiesto de forma
clara que la tolerancia al aluminio es un caracter cuantitativo controlado por
muchos loci y estan en consonancia con los previamente encontrados por

Aniol (1984a), Aniol y Gustafson (1984), Lafever y Cambell (1978).

2.1.2 Control Genético En Centeno:-

El centeno es una de las especies mas tolerante al estrés en la familia Triticeae
(Little 1988) y varios estudios indican que el centeno es el cereal mas tolerante
al aluminio seguido del Triticale, el trigo y la cebada (Slootmaker 1974,
Mugwira y col. 1976, Mugwira y col. 1978, Manyova y col. 1988, Aniol y Madej
1996, Hede y col. 2001).

Al igual que en otras especies, la Tolerancia al Aluminio en centeno parece
presentar una herencia de tipo dominante (Aniol y Madej 1996). Mediante
lineas de adicion trigo-centeno y de sustitucion/translocacion, se ha
determinado la existencia de genes que confieren tolerancia en los brazos
cromosomicos 3RS (Alt2), 4RL (Alt3) y 6RS (Altl) de centeno (Aniol y
Gustafson, 1984, Ma y col., 2000; Aniol, 2004). Segun Aniol (2004) el
cromosoma que mayor tolerancia confiere es el 3R. Manyova y col. (1988)
también han descrito genes en el cromosoma SR. Mediante el analisis de
descendencias que segregan para la Tolerancia al Aluminio se han detectado
al menos tres loci independientes que confieren Tolerancia al Aluminio, uno en
el brazo 4RL (gen Alt3), otro en 6RS (gen Altl) y otro en 7RS (Alt4) (Gallego y
Benito 1997, Gallego y col. 1998a, 1998b, Miftahudin y col. 2002, Matos y col.
2004, 2005). También, se ha descrito un QTL en el cromosoma 4R que explica
el 48% de la variacion fenotipica total y esta ligado a un marcador RFLP a una
distancia de 2 cM (Hede y col. 2001). En estos trabajos se han detectado
diferentes tipos de marcadores moleculares (isoenzimas, RAPD, ISSR, RFLP,

SCARs y SSR) estrechamente ligados a los genes de tolerancia.

Mas recientemente, Benito y col. (2010) han detectado un marcador molecular
ligado al gen Alt3 de tolerancia en el brazo cromosomico 4RL y un QTL de

tolerancia al aluminio, QAIt5 en el brazo 7RS, ligado a otro gen que confiere
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tolerancia, a un gen candidato de tolerancia al aluminio, gen ScMATEI1, que
codifica para un transportador de citrato activado por Al y que es ortologo del
gen de trigo TaMatel del cromosoma 4DL (Silva-Navas y col. 2011). Este QTL
(QAlts) del brazo 7RS cosegrega con el gen ScMATE1 (ScAACTI) que codifica
para un trasportador de citrato activado por Al. Este gen es ortélogo del gen

HvMatel de cebada y del gen TaMatel de trigo del brazo 4BL.

Los resultados obtenidos hasta el momento por los diferentes autores indican
que existen al menos un gen el brazo 3RS, al menos otro en el brazo 4RL, uno
mas en el SR, otro en el brazo 6RS y, por ultimo, dos en el brazo corto del
cromosoma 7R. En total, hay al menos siete loci que contribuyen de forma
distinta a la tolerancia en centeno, indicando de nuevo estos datos que el
caracter tolerancia al aluminio en centeno, es al igual que en trigo, un caracter

cuantitativo controlado muchos loci.

2.1.3 Control Genético En Triticale:-

Los triticales tienen un alto grado de Tolerancia al Aluminio, mayor que la de
trigo aunque inferior a la del centeno (Mugwira y col. 1976, Mugwira y col.
1978, Hede y col. 2001). Hay genes de trigo que silencian los genes de
tolerancia de centeno y otros que permiten su expresion. Aniol y Gustafson
(1984) demostraron que la tolerancia que confiere el cromosoma 6R de
centeno depende del cromosoma de trigo por el que sea sustituido. Gustafson
y Ross (1990) encontraron supresores de la tolerancia de centeno en los
brazos cromosomicos de trigo 4AL, SAL, 6AL, 7BS, 7BL y 3DS. También
detectaron activadores de la tolerancia de centeno en los brazos 2AL, 5AS,
6BS, 1DS, 1DL, 2DL, 4DL, 5DS, 5DL, 6DL, 7DS y 7DL. Ma y col. (2000),
mediante el empleo de diferentes lineas de sustitucion y de
translocacion/sustitucion  trigo-tricicale, encontraron que el brazo
cromosomico 3RS conferia Tolerancia al Aluminio pero no a metales como Cd,
Cuy La. Estos autores concluyeron que los genes necesarios para la tolerancia
en Triticale se encontraban en el brazo 3RS y que estaban implicados en la
exudacion de acidos organicos (citrato y malato), ya que la cantidad exudada
en la linea ST2 (no sustituida) era el doble que la observada en la linea ST22
(linea que contiene un cromosoma translocado constituido por el brazo corto

del 3D y el largo del 3R) (Figura 8).

Recientemente mediante estudios de asociacion con marcadores moleculares

de tipo DArt se han construido mapas genéticos en Triticale y se han podido
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detectar varias regiones de los cromosomas del genomio de centeno que
contienen genes que confieren tolerancia al aluminio (Niedziela y col. 2012, en
prensa). Las regiones que contribuyen a la tolerancia son las siguientes 3R,
4R, 6R y 7R. Estos datos de nuevo indican que la resistencia al estrés por Al

es un caracter de tipo cuantitativo.

2.1.4 Control Genético En Cebada:-

La cebada es el cereal mas sensible al aluminio. La tolerancia a suelos acidos
en cebada esta controlada por un gen dominante (Stelen y Andersen 1978) con
multiples alelos (Minella y Sorrells 1992). Stglen y Andersen (1978)
encontraron un gen dominante (Pht) en el cromosoma 4H relacionado con la
tolerancia a la alta acidez del suelo. Reid (1971) encontré que la tolerancia en
los cultivares Dayton y Smooth Awn 86 estaba controlada por un gen
dominante (Alp). Minella y Sorrells (1997) localizaron el gen Alp en el
cromosoma 4H lejos del centréomero, sugiriendo que la tolerancia al bajo pH
(Pht) y la Tolerancia al Aluminio (Alp) estaban controladas por el mismo locus.
En cebada se ha realizado un mapa de alta resolucién del locus Alp de
Tolerancia al Aluminio localizado en el brazo largo del cromosoma 4H (Reid
1970, Tang y col. 2000, Raman y col. 2002). En diversos trabajos se ha
propuesto que el gen Altgy de trigo localizado en el brazo cromosémico 4DL, el
gen Alp de cebada situado en el brazo 4HL y el gen Alt3 de centeno ubicado en
el brazo 4RL serian ortélogos. Sin embargo, como veremos mas adelante,
resultados recientes en cebada indican que el gen Alp no es ortélogo del gen
Altpy de trigo. Ademas, el gen Alt3 de centeno del cromosoma 4R tampoco
puede considerarse el ortologo del de trigo, ya que el brazo largo del
cromosoma 4D de trigo no es homeodlogo del brazo largo del cromosoma 4R de
centeno. Sin embargo, el gen Alt4 del brazo 7RS de centeno seria el ortologo
del gen Altgy de trigo, ya que el brazo corto del cromosoma 7R es en parte
homeodlogo del brazo largo del cromosoma 4D de trigo (Naranjo y Fernandez-

Rueda 1991, Devos y col. 1993, Naranjo y col. 1997, Devos y Gale 2000).

2.1.5 Control Genético En Avena:-

La avena junto con el centeno son los cereales mas tolerantes. Estudios
llevados a cabo en Brasil indican que la Tolerancia al Aluminio esta controlada
por uno o dos genes dominantes en avena (Sanchez-Chacén y col. 2000,
Wagner y col. 2001, Oliveira y col. 2002). Nava y col. (2006) mediante lineas

consanguineas recombinantes (RIL) detectaron que la tolerancia estaba
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controlada por un solo gen mayor dominante. En avena diploide se han
descrito cuatros QTLs de Tolerancia al Aluminio, uno de ellos, situado en el
grupo de ligamiento F, explica el 39% de la variacion total observada y se ha
propuesto que seria ortologo del gen Altgy de trigo (4DL), del gen Alp de cebada
(4HL) y del gen ALMT2 de maiz (Wight y col., 2006). El gen Alp de cebada ya

hemos comentado que no puede seguir considerandose ortologo del de trigo.

2.1.6 Control Genético En Maiz:-

En maiz se han descrito genes de tolerancia al Al en los cromosomas 2, 6y 10

(Brondani y Pavia 1996, Sibov y col. 1999).

2.1.7 Control Genético En Sorgo:-

En sorgo (Sorgum bicolor) mediante clonacion posicional se ha identificado y
secuenciado un gen mayor dominante, el gen Altsp, previamente localizado en
la region terminal del cromosoma 3 (Magalhaes y col. 2004) y que ha resultado
ser un gen que codifica para transportador de citrato activado por aluminio
denominado SbMATE (Magalhaes y col. 2007). Ademas, se ha detectado la
existencia de multiples alelos en el locus Altse que confieren niveles de
tolerancia distintos (Caniato y col. 2007). Se ha propuesto que el gen AltSB
seria ortologo de un QTL que se ha descrito repetidas veces en el cromosoma 1
de arroz (Wu y col. 2000, Nguyen y col. 2001, 2002, 2003, Ma y col. 2001) y
también del gen Alt2 del brazo 3RS de centeno ya que el cromosoma 1 de arroz
es homeologo de los cromosoma del grupo 3 de trigo y estos a su vez del
cromosoma 3R de centeno (Caniato y col. 2007). Sin embargo, hasta la fecha
no se han detectado en trigo, centeno y cebada los genes ortélogos del SbMATE
de sorgo. El gen SbMATE de sorgo muestra una estructura en exones e
intrones bastante distinta de la de los genes TaMATEI (trigo), HvUMATEI
(HVAACTI1) (cebada) y ScMATE1 (ScAACTI) (centeno) que también son

transportadores de citrato activados por Aluminio.

2.1.8 Control Genético En Arroz:-

En arroz, se han localizado hasta once QTLs, encontrandose uno de los de
mayor efecto en el cromosoma 3 (Nguyen y col., 2002; Nguyen y col., 2003).
Dadas las relaciones de homeologia existentes entre los cromosomas de arroz
y trigo, se ha propuesto que este QTL del cromosoma 3 de arroz seria el
ortologo del gen Altgy del brazo 4DL de trigo (Wu y col. 2000, Nguyen y col.

2003). Recientemente, se ha visto que los polisacaridos (pectina,
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hemicelulosas 1 y 2) de la pared celular estan implicados en un mecanismo de
exclusion del aluminio de las raices de las plantas de arroz, aumentando el
tratamiento con Aluminio la actividad de la pectin metilesterasa (PME) (Yang

y col 2007).

2.1.9 Control Genético En Arabidopsis:-

Arabidopsis thaliana es una especie muy poco tolerante al estrés por Al,
soportanto concentraciones muy bajas de dicho metal. Por tanto, Arabidopsis
es una especie sensible al estrés por Al. En Arabidopsis se han detectado loci
mendelianos con herencia semidominante en los cromosomas 1 y 4 (Larsen y
col. 1996, Larsen y col. 1998) ademas de diversos QTLs que explican un 40%
de la variacion total observada (Kobayashi y Koyama 2002, Hoekenga y col.
2003). Hace poco se han detectado dos QTLs en Arabidopsis, en los
cromosomas 1 y 3, estando el del cromosoma 1 relacionado con la exudacion
de malato (Kobayashi y col. 2005). Recientemente, en Arabidopsis
(dicotiledonea) se ha identificado el gen AtALMT1 en el cromosoma 1 que seria
ortologo del gen TaALMT1 de trigo (monocotiledonea) situado en el brazo 4DL
(Hoekenga y col. 20006).

2.1.10 Control Genético En Alfalfa:-

En alfalfa (Medicago sativa subsp. coreulea) se han detectado cuatro RFLP
asociados con la Tolerancia al Aluminio, dos de los cuales estaban presentes
en genotipos de alta tolerancia (Sledge y col. 2002). También se han descrito
tres putativos QTL en los grupos de ligamiento LG I, LG Il y LG III que explican
el 38, 16 y 27% de la variacion fenotipica, respectivamente

(Narasimhamoorthy y col. 2007).

2.2 Base Molecular De La Tolerancia Al Aluminio:-

Como ya he indicado anteriormente existen distintos mecanismos internos y
externos de Tolerancia al Aluminio. El mecanismo externo mas estudiado y
mejor descrito que explica la Tolerancia al Aluminio es la exudacion de acidos
organicos en las raices (malato, citrato y oxalacetato) que actiian como agentes
quelantes del Al (Miyasaka y col. 1991, Delhaize y col. 1993, Ma y col. 2000,
Ma y col. 2001).

Las raices de las plantas tolerantes de trigo (Triticum aestivum) exudan malato,

aunque recientemente también se han detectado cultivares que exudan
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citrato, las de judia (Phaseolus vulgaris), cebada (Hordeum vulgare), maiz (Zea
mays), Cassia tora y soja (Glycine max) exudan citrato, el trigo sarraceno
(Fagopyrum esculentum) y el taro o name (Colocasia esculenta) exudan
oxalacetato. Algunas especies como avena (Avena sativa), centeno (Secale
cereale), Triticale (hibrido trigo-centeno), colza (Brassica napus) y rabano

(Raphanus sativus) exudan malato y citrato (Tablal.1).

Se han descrito dos patrones de exudacion de acidos organicos (Figuras 1.9y
1.10). En el patron de tipo I (constitutivo) la exudacion de acidos organicos
comienza inmediatamente después de la exposicion al aluminio. Por ejemplo,
la exudacion de malato en trigo y oxalacetato en trigo sarraceno comienza
entre 15 y 30 minutos después de la exposicion a Al (Ma y col. 2001). Esta
exudacion rapida sugiere que el aluminio activa un mecanismo prexistente
que no necesita la induccion de nuevas proteinas. En este caso, el aluminio
activaria un transportador de membrana plasmatica para iniciar la exudacion.
En el patron de tipo II (inducible) la exudaciéon de acidos organicos comienza
varias horas después de la exposicion al aluminio. Por ejemplo, en C.tora la
maxima exudacion tiene lugar a las 4 horas de exposicion al aluminio, en
centeno el aumento de la exudacion comienza a partir de las seis horas de
exposicion al aluminio y la exudacion va aumentando durante varias horas
mas alcanzando el maximo entre 20 y 24 horas después del inicio de la
exposicion (Figuras 1.9 y 1.10). En maiz parece que se dan ambos tipos de
exudacion de citrato, una rapida y otra tardia que aumenta durante 48 horas.
El retraso en la exudacion observado en el patron de tipo II parece indicar que
se necesita la induccion de proteinas que podrian estar implicadas en el
metabolismo o en el transporte y exudacion de acidos organicos (AO).

Patrén | Patrén |l

Secrecin

Figure 1.9. Patrones de exudacion de acidos organicos descritos en plantas. El
circulo en rojo representa el catiéon trivalente de aluminio. Patrém I (constitutivo) en
el que la exudacién comienza de forma inmediata y Patrém II (inducible) en el que la
exudacion se inicia varias horas después de la exposicion al estrés por Al.
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Aunque el metabolismo de los AO puede cambiar en las plantas con patron de
tipo I, la capacidad de sintesis de AO no parece verse afectada por la
exposicion a Al. En trigo no se han detectado diferencias en las actividades de
la fosfoenolpiruvato carboxilasa, NAD-malato deshidrogenasa, citrato sintasa e
isocitrato deshidrogenasa NADP dependiente entre genotipos tolerantes y
sensibles, tratados o sin tratar con Al. Sin embargo, en plantas con patron de
tipo II si se han observado cambios en la actividad de las enzimas implicadas
en la sintesis de AO. Por ejemplo, en centeno la actividad de la citrato sintasa
de las raices aumenta un 30% después del tratamiento con Al mientras que
las actividades de fosfoenolpiruvato carboxilasa, NAD-malato deshidrogenasa e
isocitrato deshidrogenasa NADP dependiente no estan afectadas. El aumento
de actividad de citrato sintasa tiene lugar 6 horas después de la exposicion a
Al, justo antes del comienzo de la exudacion de citrato por las raices. Se han
estudiado genes procedentes de microorganismos que confieren tolerancia a
Al. Por ejemplo, el gen de citrato sintetasa de Pseudomonas aeruginosa se ha
introducido en tabaco (De la Fuente y col., 1997) y papaya (Lopez-Bucio y col.,
2000). Las plantas transgénicas obtenidas fueron tolerantes y producian acido
citrico en exceso. Sin embargo, en otros casos se han obtenido resultados

contradictorios (Delhaize y col., 2001).

Patron | %’asosintermedios queimplican Patron Il

/_ a compuestos solubles
3
Al3* \ /— ‘\
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Figural.10. Patrones de exudacion de acidos organicos (AO). Patron I: el aluminio activa
canales aniéonicos de la membrana plasmatica.1-El Al activa directamente el canal
anionico, 2-El Al interacciona con un receptor especifico (R) o con la membrana
directamente y se inicia una segunda cascada de mensajeros que activa el canal, y 3-El Al
entra en el citoplasma y activa el canal directa o indirectamente. Patréon II: el Al
interacciona con la célula, probablemente a través de una proteina receptora (R) que activa
la transcripcion de genes que codifican proteinas del metabolismo de AO o de su
transporte a través de la membrana. Modificada de Ma y col. 2001.
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Los AO también detoxifican el Al en el interior de la planta. Se conocen
algunas especies muy tolerantes que acumulan grandes concentraciones de Al
en la parte aérea de la planta. Melastoma malabatricum, especie de bosque
tropical, acumula Al y su crecimiento se estimula por Al. Las hojas de
Fagoppyron esculentum (trigo sarraceno) acumulan 400 mg Kg-1 de Al en peso
seco después de un corto tratamiento con Al y 15.000 mg Kg-1 de Al en peso
seco cuando crecen en suelos acidos. Las hojas de Hydrangea (hortensias)
acumulan 3000 mg Kg-1 de Al en peso seco después de varios meses
creciendo en suelos acidos y el color de los sépalos cambia del rosa al azul con
el aumento de la concentracion de Al (Ma y col. 2001) (Figura 1.11). El color
azul de los sépalos de Hydrangea se debe a la formacion de complejos entre
compuestos organicos y Al (Figura 11), cerca del 80% del Al total de las hojas
de Hydrangea se encuentra en forma soluble y la concentraciéon en las
vacuolas puede llegar a ser de 13.7 mM. Por tanto, las plantas que acumulan

Al deben tener mecanismos internos para su detoxificacion.

3958 Lpope, 51

Al-Cit: Al-citrato
Al-Ox: Al-oxalato

Figura 1.11.Color de los sépalos de Figural.12. Entrada, transporte y
Hydrangea (hortensias) con diferentes
concentraciones de aluminio (Al). Las
plantas de Higrangea crecieron en una
soluciéon nutritiva acida con o sin Al, o en
suelos modificados con o sin Al. El color
azul de los sépalos se debe a la formacién
de complejos entre delphinidin-3-
glucésido, Al y acido cafeoilquinico. La
concentracién de Al en los sépalos, desde
los de color rosa a los de color azul en
peso seco, es 51, 106, 640, 804 y 3959
mg Kg-1, respectivamente. Modificada de
Ma y col. 2001.

acumulacion de diferentes formas de Al3"

en Fagopyron esculentum. El A3 entra
en las raices por un mecanismo aun
desconocido, luego se quela formando
complejos Al-oxalato (1:3) en las raices,
posteriormente pasa al xilema donde
cambia de ligando formando complejos
Al-citrato y, por ultimo, llega a la hojas
donde vuelva formar complejos Al-oxalato
y se acumula en las vacuolas. Modificada
de Ma y col. 2001.

La detoxificacion se consigue formando complejos de Al con acidos organicos

(Al-AO), quelando el Al. En Hydrangea se forma Al-citrato (1:1) y en
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Fagoppyron esculentum se forma Al-oxalato (1:3), siendo la estabilidad de estos
complejos mayor que la del Al-ATP y previniendo la formaciéon complejos con
otros componentes sensibles de la célula. En Melastoma malabatricum el Al se
encuentra libre y formando complejos con oxalato en proporciones 1:1, 1:2 y
1:3, los complejos con oxalato 1:1 y 1:2 son toxicos para la célula vy,
posiblemente, se almacenan en la vacuola. En el trigo sarraceno (Figura 1.12)
durante la entrada, transporte y acumulacion del Al en la planta tienen lugar
cambios en su forma quimica. Una vez que al Al3* ha entrado en la planta, se
quela en las raices formando complejos Al-oxalato (1:3), estos complejos pasan
al xilema donde tiene lugar una reaccion de cambio de ligando para formar
complejos Al-citrato, en el paso del xilema a las células de las hojas, vuelve a
producirse un cambio de ligando formandose complejos Al-oxalato que se

almacenan en las vacuolas (Ma y col. 2001).

Recientemente se han aislado genes de Tolerancia al Aluminio en diferentes
especies que codifican para proteinas de membrana que facilitan la exudaciéon
de acidos organicos. Estas proteinas pertenecen a dos familias génicas, la
familia ALMT (transportadores de malato activados por aluminio) y la familia
MATE (exudacion de toxinas y multiples drogas). También se han descrito
varios factores de transcripcion relacionados con la tolerancia a aluminio y
que son entre otras cosas necesarias para la expresion de los genes ALMT y
MATE. En la (Tabla 2) se resumen algunos de los genes descritos hasta hace

poco (2011) relacionados con el estrés por Al.

2.3 Exclusién De Al Mediante Exudacién De Acidos Organicos:-

2.3.1 A Través De Acido Malico Y De Proteinas Transportadoras De Tipo ALMT1:-

2.3.1.1 Trabajos Llevados A Cabo En Trigo:-

Muchos de los descubrimientos relacionados con la investigacion de la
tolerancia al aluminio se han llevado a cabo en trigo, tanto de los mecanismos
fisiologicos como de los mecanismos moleculares subyacentes. El primer gen

de tolerancia al aluminio clonado en cualquier especie ha siso el transportador

de malato activado por Al (referido como TaALMT1I) (Sasaki y col. 2004). Su
aislamiento se consiguié mediante secuenciacion substractiva de una libreria
de ADNc obtenida a partir de las lineas casi isogénicas ET8 y ESS8, que se
diferencian en el locus Altl localizado en el brazo largo del cromosoma 4D

(Delhaize y col. 1993; Saski y col. 2004). TaALMT1 identifica a una familia
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génica que posee miembros en Arabidopsis, arroz y muchas otras especies de

plantas (Sasaki y col. 2004).

Las proteinas ALMT implicadas en la resistencia al aluminio pertenecen a un
amplio grupo de proteinas relacionadas que comparten un dominio UPFO00S5
(pfam01027) (Delhaize y col. 2007). Las 467 proteinas descritas con el dominio
UPFO00S5 se encuentran en arqueas, virus, procariotas y eucariotas. Las
proteinas de la familia ALMT se han definido como aquellas que tienen el
dominio UPFO000S, poseen entre S5 y 7 dominios transmembrana y no
pertenecen a los grupos que contienen un inhibidor-Bax 1, un putativo
péptido receptor de glutamto/aspartato y una putativa proteina asociada al

receptor. Segun esta definicion, todas las proteinas ALMT son proteinas de

plantas.

Tablal.2. Resumen de algunos de los genes involucrados en la tolerancia o resistencia al aluminio (Al3*) en
diferentes especies. Los genes se han agrupado en diferentes grupos. a) Genes de resistencia demostrada al Al3*
que explican parte de la variacion genotipica, b) genes implicados en la resistencia basados en analisis
mutacionales pero que hasta la fecha no explican la variacion genotipica, c) Semejantes a los genes de resistencia

al Al3* que muestran homologia con otros genes conocidos, con o sin analisis funcionales.

Especie

Gen

Funcion proteica

Evidencia

Referencia

Genes de resistencia al estrés por Al3+ que explican la variacién genotipica

Trigo TaALMT1 Transportador de malico Segregacion, funcién Sasaki y col. 2004
Arabidopsis AtALMT1 Transportador de malico Homologia, funcién, Hoekenga y col.
mutacion 2006
Sorgo SbMATE1 Transportador de citrico Segregacion, funciéon Magalhaes y
col.2007
Cebada HvAACT1 Transportador de citrico Segregacion, funciéon Furukawa y col.
(HVMATE1) 2007
Centeno ScALMT1 Transportador de malico Segregacion, homologia ~ Fontechay col.
ScALMT1 cluster 2007
Collins y col. 2008
Maiz ZmMATE1 Transportador de citrico Segregacion, funcién Marony col. 2010

Genes de resistencia al estrés por Al3+ que no explican variacion genotipica

Arabidopsis AtMATE Transportador de citrico - Mutacién Liuy col. 2009
Exudacién

Arabidopsis AtSTOP1 Factor transcripcién dedos-Zn C;H2  Mutacién Iuchiy col. 2007

Arroz OsSTAR1y Transportador UDP-glucosa Mutacién Huang y col. 2009

OsSTAR2

Arroz ART1 Factor transcripcién dedos-Zn C;H2  Mutacién Yamaji y col. 2009

Arabidopsis ALS3 Proteina parcial ABC - Funcién no Mutacién Larsen y col. 2005
clara

Arabidopsis ALS1 Proteina parcial ABC - Funcién no Mutacién Larsen y col. 2007
clara

Arabidopsis AtSTAR1 Proteina parcial ABC - Funcién no Mutacién

clara

Semejantes a los genes de resistencia al estrés por Al3+

Trigo TaMATE1 Transportador de citrico - Segregacion, homologia  Ryany col. 2009
Exudaciéon (ni mutacién ni datos
funcién)
Brassicanapus  BnALMTZ2 Transportador de malico - Segregacion, homologia  Ligabay col. 2006
Exudacion (ni mutacién ni datos
funcién)
Centeno ScMATEZ2 Transportador de citrico - Homologia (ni mutacién  Yokosho y col. 2010
Exudacion ni datos de funcién)
Segregacion, homologia  Silva-Navas y col.
ScMATE1 Transportador de citrico (ni mutacién ni datos 2011

funcién)
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El primer gen de Tolerancia al Aluminio perteneciente a dicha familia, como ya
hemos dicho, se identifico en trigos tolerantes, es un gen que codifica para un
transportador de malato activado por Al3* (TaALMTI) que al introducirse en
cebada incrementa notablemente la tolerancia en este cereal (Delhaize y col.
2004, Sasaki y col. 2004). Este gen se ha localizado en el brazo 4DL de trigo
(Raman y col., 2005). Ademas, se ha encontrado un QTL en trigo que esta en
la misma posicion que el gen TaALMT1 (Ma y col. 2005). La diferencia mas
importante entre los alelos de trigo se manifiesta a nivel de la expresion de
TaALMT1, el alelo de la linea tolerante ET8 muestra unos niveles de expresion
mayores que el alelo de la linea sensible ES8 (Sasaki y col. 2004). Analisis
biofisicos demuestran que la proteina TaALMT1 responde a la presencia
extracelular de Al y se localiza en la membrana plasmatica, siendo este
resultado consistente con su identificacion como un gen de tolerancia al
aluminio (Sasaki y col. 2004, Yamaguchi y col. 2005). Los analisis fisiologicos
de una coleccion de cultivares de trigo demostraron que la mayoria de las
diferencias en la tolerancia al aluminio podrian explicarse por la cantidad de
acido malico exudado (Ryan y co0l.1995). Esta fuerte correlacion positiva
sugeria que las diferencias genéticas en la tolerancia al aluminio estaban
concentradas en un solo mecanismo principal de tolerancia (r2=0,84,
exudacion de acido malico con respecto al crecimiento de la raiz) (Ryan y col.
1995). Los analisis moleculares posteriores de colecciones de germoplasma de
trigo han reforzado las observaciones fisiolégicas, la expresion del gen
TaALMT]1 esta altamente correlacionada con la exudacion de acido malico y
con la tolerancia general al aluminio (Raman y col. 2005). Los analisis de las
secuencias de las regiones promotoras han puesto de manifiesto diferencias
estructurales importantes entre cultivares tolerantes y sensibles, detectandose
seis haplotipos muy claros entre los cultivares que mostraban un amplio
rango de tolerancia al aluminio (Sasaki y col. 2006, Raman y col. 2007). En la

(Figura 1.13) se representa la estructura del gen TaALMT1 de trigo.
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Figura 1.13. Estructura del gen TaALMT]1 adaptada de Raman y col. (2005, 2006, 2008). Las
flechas azules indican los seis exones que estan interrumpidos por cinco intrones (cajas de color
violeta). LPF y SPF son los fragmenos largo y corto del promotor del gen TaALMT1 (Sasaki y col.
2004, 2006). También se indica la localizacién de un motivo con SSR (intréon 3) y de SNPs en el
exon 4 con flechas de color rojo.
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Estos estudios han reafirmado la relacion entre la exudacion de acido malico y
la tolerancia al aluminio, estimada como el crecimiento relativo de la raiz
(r2=0,88 y 0,81 obtenidos por Sasaki y col 2006 y Raman y col. 2007,
respectivamente). La importancia de los diferentes motivos detectados en los
haplotipos de los promotores no esta todavia clara, pero se ha sugerido que
uno o mas motivos encontrados en los promotores con baja expresion han
aumentado su numero de copias y reordenado para derivar o dar lugar a
promotores mas potentes (Delhaize y col. 2007). Esta hipotesis es interesante
debido a la similitud con las observaciones realizadas para el locus Altss en
Sorgo, pero obviamente requiere experimentacion adicional. Aunque la
expresion de TaALMT]I es un factor importante para la tolerancia al aluminio,
no es el Unico, las diferencias en la expresion génica explican solamente la
mitad de las diferencias observadas en la tolerancia (Sasaki y col. 2006,

Raman y col. 2007).

Existen multiples evidencias genéticas que indican la existencia de otros
factores, ademas de TaALMTI1, que influyen en la tolerancia al aluminio. Los
estudios de tolerancia en lineas ditelocéntricas del cultivar de trigo Chinese
Spring indican que la pérdida de diferentes brazos cromosémicos disminuye la
tolerancia (Papernik y col. 2001). La pérdida del brazo 4DL ocasiona una
reduccion del crecimiento de la raiz, de la exudacion de acido malico y
aumenta la acumulacion de Al en los apices de las raices, explicandose estos
resultados por la pérdida del gen TaALMTI (Papernik y col. 2001). Sin
embargo, la ausencia de los brazos cortos de los cromosomas SA y 7A también
reduce la tolerancia al aluminio de una forma similar, aunque no de una
forma tan severa como la pérdida del brazo 4DL (Papernik y col. 2001). Por
tanto, existen al menos tres factores en Chinese Spring que contribuyen a la
exudacion de acido malico activada por aluminio. En segundo lugar, la
transferencia incompleta de la tolerancia de Atlas66 hacia Chisholm
(Chisholm-T) indica que hay muchos loci implicados en el alto grado de
tolerancia observado en Atlas66 (Tang y col. 2002). La exudacion de acido
malico en Chisholm-T es aproximadamente la mitad de la observada en
Atlas66, a pesar de que la linea derivada Chishlm-T lleva el alelo TaAMT1 de
Atlas66 (Tang y col. 2002, Guo y col. 2007a). Chisholm-T muestra una
expresion de TaALMT]I superior a la observada en la linea isogénica sensible
(Guo y col. 2007). No se han llevado a cabo estudios de RT-PCR o mediante

otros métodos para comparar de forma directa Atlas66 y la linea derivada
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Chisholm y, por tanto, es dificil saber en que grado actiian factores cis y trans
para determinar la expresion de TaALMTI1. Sin embargo, esta claro que se
necesitan al menos dos loci para explicar las diferencias en tolerancia entre
Atlass66 y Chisholm. Tercero, TaALMTI1 representa un QTL con un efecto
grande en varias poblaciones utilizadas para construir mapas, pero no explica
toda la variacion observada (Raman y col. 2005). TaALMT1 y los marcadores
estrechamente ligados explican entre el 75 y el 93% de la variacion para el
caracter tolerancia en cinco poblaciones dobles haploides estudiadas (Raman
y col. 2005). No se han llevado a cabo estudios genémicos a gran escala para
detectar otros QTL menores que contribuyan para explicar la varianza genética
restante, algunos autores sugieren la posible contribucion de QTL menores en
los brazos SAS y 7AS. Sin embargo, el componente de la varianza debido a
factores genéticos (la heredabilidad de la tolerancia al aluminio) en las
poblaciones utilizadas para la construccion de mapas no se ha calculado. Es
posible que la heredabilidad de la tolerancia al aluminio sea tan baja que
TaALMT1 explique, por si solo, todas las diferencias determinadas
genéticamente en la tolerancia al aluminio. Sin embargo, resultados recientes
en trigo mediante estudios de asociacion genomica empleando una gran
cantidad de cultivares y marcadores DArt, ponen de manifiesto la existencia
de muchos loci distribuidos en diferentes cromosomas de trigo (1A, 1B, 2A,
2B, 2D, 3A, 3B, 4A, 4B, 4D, 5B, 6A, 6B, 7A and 7B) que contribuyen a la
exudacion de malato y que, explican una parte importante de la variabilidad
para lo tolerancia al aluminio en este especie (Raman y col 2010). Algunos de
estos cromosomas coinciden con los que contienen genes candidatos de

tolerancias ya descritas y otro son nuevos.

Otros factores relacionados con la tolerancia al aluminio en trigo pueden ser
las fosfatasas o quinasas. La fosforilacion reversible de proteinas es un
mecanismo comun que regula la actividad proteica y se sabe que representa
un punto de control en muchas respuestas a diferentes tipos de estrés
abiotico, tales como estrés salino, hidrico y por frio (Liu y col. 2000, Zhu
2001). La exudacién de acido malico en trigo se activa por Al, sin embargo, la
expresion de TaALMTI no cambia (Sasaki y col. 2004, Raman y col. 2005).
Este dato indica que la mayoria de la regulacion de la exudacion de Al ocurre
a nivel de proteinas. Pre tratamientos cortos (30 minutos) de plantulas de trigo
con el inhibidor de la proteina quinasa K-252a y estaurosporina reducen

significativamente el flujo de acido malico después de la exposicion al
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aluminio. Sin embargo, los pre tratamientos con KN-62, calfostina C y
cheleritrina no producen efectos (Osawa y Matsumoto 2001). De los
inhibidores de fosfatasas solamente el acido okadaico ha mostrado ser
efectivo. El acido okadaico y la estauroporina reducen la exudacion de acido
malico entre el 30 y el 40% mientras que K-252a produce la abolicion de la
exudacion de acido malico en las plantulas tratadas (Osawa y Matsumoto
2001). Tal vez, los loci de los brazos S5AS y 7AS estan implicados en estos
proceses. Por tanto La fosforilacion reversible juega un papel en la tolerancia
al aluminio, el primer paso de la via de exudacion de acidos organicos activada

por Al

Desde una perspectiva biolégica basica, esta claro que la investigacion de la
tolerancia al aluminio ha realizado grandes avances en trigo. Desde la
perspectiva de la biologia aplicada, merece la pena destacar dos estudios.
Primero, el gen TaALMT1I representa un QTL principal de tolerancia, teniendo
informacion de este locus es posible llevar a cabo mejora de la tolerancia al
aluminio asistida por marcadores. La sustitucion de los analisis de fenotipos
realizados en el campo por los analisis de genotipos moleculares de bajo coste
puede acelerar de forma importante la mejora. Como resultado de la
utilizacion de distintas fuentes de germoplasma y de los analisis
concomitantes de las secuencias de ADN, se han obtenido marcadores de DNA
especificos de haplotipo para alelos “elite” de TaALMTI que se pueden
emplear en la seleccion asistida por marcadores (Raman y col. 2007). Como
consecuencia los alelos que confieren una alta tolerancia podran introducirse
rapidamente en las variedades mas interesantes (“elite”). Segundo, TaALMT1
se puede utilizar para obtener plantas transgénicas con propésitos de mejora
en especies con escasa tolerancia al aluminio y poca variacion para este
caracter. La cebada es una de las especies econémicamente importantes y mas
sensibles al aluminio. Aunque se ha detectado cierto grado de variacion entre
los cultivares de cebada en la tolerancia al aluminio, la realidad es que la
mayoria de los cultivares estudiados no son tolerantes (Tang y col. 2000). La
introduccion de TaALMT1 en cebada produce un aumento grande de la
tolerancia (Delhaize y col. 2004). Una concentracién de 2pM inhibe un 50% el
crecimiento de la raiz en los controles no transgénicos mientras que para
conseguir el mismo nivel de reduccion en una transgénica se necesita una

concentracion de 40pM (Delhaize y col. 2004). En plantas crecidas en suelo se
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han observado resultados similares, aunque la eficacia de los transgénicos

debe ser todavia evaluada en condiciones de campo.

TaALMT1 posee ortdlogos en cebada, arroz, centeno (ScALMT1, Fontecha y col.
2007), avena (Wight y col. 2006) e incluso en especies vegetales de
dicotiledoneas como Arabiopdis thaliana (AtALMTI1, Hoekenga y col. 2006) y
Brassica (BnALMT1 y BnALMT2, Ligaba y col. 2006). Por esta causa, se ha
propuesto que forma parte de un mecanismo de tolerancia al Aluminio
conservado en la Triticineas y en otras especies vegetales (Delhaize y col.
2007). En la (Figura 1.14) se muestra un dendrograma llevado a cabo con los
RNA mensajeros de varios genes de la familia ALMT. Ademas, a partir de la
secuencia del gen TaALMT]1 de trigo se han disenado cebadores especificos
que han permitido amplificar secuencias con similitudes con la secuencia de
trigo superiores al 72% (Fontecha y col., 2007) y, posiblemente ortologas, en
diferentes especies como Triticum urartu, Aegilops speltoides, Avena sativa,
Saccharum officinarum, Zea mays y Phaseolus vulgaris.

. 100 T. aestivumTa ALMTI1-1 i
RNA mensajeros —[ ) {
Familia ALMT 100 T. aestivum Ta ALMT1-2

[ S.cereale SCALMT1-1
100% S, cereale SCALMT1-1
Z. mays ZmALMT1

88 | O.sativa OsALMT1
100! O. sativa OSALMT2

1oo|: B. napus BnALMT1
B. napus BnALMT2

100 A. thaliana AtALMT1
98 A. thaliana AtALMT1
0.4 0.3 0.2 0.1 0.0

Kimura 2 parametros, UPGMA, 10.000 réplicas

Figural.l4.Dendrograma obtenido con algunos RNA mensajeros de la familia ALMT de
diferentes especies. Se ha empleado el indice de Kimura 2 parametros, el método de
agrupamiento UPGMA y se han realizado 10.000 réplicas. Los valores de bootstrap son
bastante elevados y se indican en las correspondientes bifurcaciones. La estructura de
este dendrograma se mantiene igual cuando se utilizan otros indices moleculares (Jukes-
Cantor, Tajima-Nei, Tamura 3-parametros) y otros métodos de agrupamiento (Neighbor-
Joining y Minima Evolucion).

2.3.1.2 Trabajos Realizados En Arabidopsis:-

Arabidopsis no tiene un alto grado de tolerancia al aluminio como el trigo
(Larsen y col. 1996). Sin embargo, Arabidopsis es un sistema modelo excelente
para analisis genético moleculares y fisiologicos de la tolerancia al aluminio.

La baja tolerancia de Arabidopsis se debe principalmente a la exudacion de
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acido malico activada por Al y amabos especies, trigo y Arabidopsis,
comparten al menos una proteina homologa (Hoekenga y col. 2003, Hoekenga
y col. 2006). La disposicion de un genomio bien analizado y mutagenizado con
multitud de otros recursos genéomicos hace que los estudios de Arabiopsis

sean complementarios a los realizados en trigo.

TaALMT1 define una familia génica en Arabidopsis con mas de una docena de
miembros (Hoekenga y col. 2006). De estos genes de Arabidopsis semejantes a
ALMT (denominados como AtALMT), el gen AtALMTS8 es el mas parecido. Esta
familia génica muestra un patréon diverso de expresion génica segun las bases
de datos publicas de expresion génica, multiples genes AtALMT se expresan
esencialmente en cada tejido analizado (Meyers y col. 2004, Kilian y col. 2007).
Sin embargo, los analisis de mutantes indican que solamente AtALMTI es
esencial para la respuesta a la tolerancia al aluminio (Hoekenga y col. 2006).
Un mutante “knockout” AtALMT1 pierde la exudacion de acido malico activada
por Al, pero es capaz de exudar acido malico en condiciones de estrés de bajo
pH y fosfato indicando que un segundo gen AtALMT se activa en estas nuevas
condiciones (Hoekenga y col. 2006). Un tercer locus, AtALMT9, codifica un
transportador de malato vacuolar, que se expresa en casi todas las células de
la planta (Kovermann y col. 2007). AtALMT9 tiene una pequena respuesta
biofisica a la presencia de Al medida en experimentos de expresion heteréloga
en oocitos, sugiriendo que las proteinas AtALMT relacionadas comparten
multiples aspectos funciones (Kovermann y col. 2007). Por consiguiente, hay
una especializacién funcional clara para los miembros de la familia AtALMT,
incluso aunque el papel de sé6lo dos miembros de la familia haya sido

identificado.

La exudacion de acidos organicos en respuesta al estrés por Al puede
clasificarse como inmediata (patron I) o inducible (patron II) (Ma y col. 2001).
El trigo muestra un patron de tipo I que es consistente con la expresion
constitutiva del gen TaALMT1 y con la respuesta al aluminio a nivel de
proteina (Sasaki y col. 2004). Arabidopsis tiene un patréon de tipo II que es
consistente con una fuerte inducciéon de AtALMT1 por estrés con Al, mientras
también se responde a nivel de proteina (Hoekenga y col. 2006). La
fosforilacion proteica esta implicada en la regulacion de AtALMT1 como lo esta
en la de TaALMT1 (Kobayashi y col. 2007). El inhibidor de la proteina quinasa
K-252a elimina la exudacion de acido malico activada por Al en Arabidopsis, al

igual que lo observado en trigo. La expresion de AtALMT1 se potencia con el
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tratamiento con K-252a, sugiriendo que este compuesto actia a nivel de
proteina restringiendo la exudacién de malato (Kobayashi y col. 2007). Como
en trigo, la estaurosporina (un inhibidor de quinasas) y calcyculina A (un
inhibidor de fosfatasas) también reducen el flujo de malato en plantas de
Arabidopsis tratadas con Al, la expresion de AtALMTI no aumenta con
ninguno de estos tratamientos, sugiriendo que la fosforilacion reversible actua
tanto a nivel transcrpcional como post-transcripcional para regular AtALMT1I
(Kobayashi y col. 2007). La fosforilacion reversible también es importante en la
inactivacion de AtALMTI. Los experimentos en los que las plantas se pasan de
una solucion con Al a otra sin Al demuestran que el flujo de malato se inactiva
rapidamente en Arabidopsis (Kobayashi y col. 2007). El co-tratamiento con
calcyculina A previene la inactivacion de AtALMTI, el flujo de malato se
mantiene tan alto como en las plantas tratadas. Podria ser interesante saber si
TaALMT1 también requiere fosfatasas para la inactivacion de su funcion de
transporte. No se conoce ninguna quinasa o fosfatasa implicada en la
regulacion de AtALMTI. Sin embargo, la expresion génica de WAK-1, una
quinasa asociada a la pared se induce rapidamente (20 minutos) por
tratamiento con Al. La sobre-expresion de esta quinasa puede también
aumentar de forma modesta la tolerancia al aluminio in Arabidopsis
transgénicas, pero aun no se ha establecido una conexion directa con

AtALMT1 (Sivaguru y col. 2003).

El estrés por pH bajo y otros metales toxicos pueden inducir la expresion de
AtALMTI en bajo grado (5-20%) comparada con la induccion por Al. Sin
embargo, estos tratamientos no activan AtALMTI, lo que habla de la
especificidad de la respuesta al estrés por Al (Kobayashi y col. 2007). Es
posible imaginar coincidencias en la rizotoxidad entre Al y erbio o lantano, sin
embargo, los analisis genéticos indican que los procesos de tolerancia son
distintos (Kobayashi y col. 2007). La respuesta a pH bajo y al estrés por Al
tienen algiin grado de solapamiento, que no es inesperado ya que la toxicidad
por Al tiene lugar a bajo pH. La tolerancia a protones y al aluminio puede
separarse experimental y genéticamente (Ikka y col. 2007, Tuchi y col. 2007).
Esta falta de concordancia entre la tolerancia al estrés debido a protones y por
Al se obtuvo hace varios afnos en maiz, y la identificacion de STOPI en
Arabidopsis ha dado sugerencias sobre los mecanismos moleculares
subyacentes implicados (Poschenrieder y col. 1995, Iuchi y col. 2007). STOP1

es un factor de transcripcion necesario para la respuesta de tolerancia al
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estrés por protones, la expresion de AtALMT1 requiere la presencia de STOPI
(Iuchi y col. 2007). Los mutantes nulos para STOPI1 son hipersensibles al
estrés por protones, pero son también susceptibles a la toxicidad por Al a
dosis en las que no se altera el crecimiento de las plantas normales (Iuchi y
col. 2007). No esta aun claro si STOP1 activa la transcripcion de AtALMT1I
directa o indirectamente (por ejemplo, actuando en un nivel regulador
anterior), pero este descubrimiento es interesante si tenemos en cuenta el
numero de especies vegetales econémicamente importantes que han sido
clasificadas en el patron II de exudacion de acidos organicos. Asi como los
genes tipo ALMTI1 estan presentes entre las monocotiledoneas y las
dicotiledoneas, quizas también los factores de transcripcion del tipo STOP1 se

encuentren en ambos tipos de especies (Magalhaes 2006).

2.3.1.3 Resultados Obtenidos En Centeno:-

La exudacion de acido malico activada por Al se ha encontrado en otras
especies ademas de trigo y Arabidopsis (Kochian y col. 2004). Aunque la
mayoria de los avances en la exudacion de malato activada por Al se han

llevado a cabo en estas dos especies, varios no se han realizado en ellas.

El centeno ademas de exudar acido malico por las raices en respuesta al
aluminio, también exuda acido citrico. El centeno se encuentra entre los
cereales mas tolerantes al aluminio tal vez la exudacion de ambos acidos
organicos contribuye a su proteccion y puede ser explotada como un objetivo
para la mejora de plantas. El transportador de malato implicado en la
tolerancia ha sido identificado como ScALMTI (Fontecha y col. 2007) y
también un posible transportador de citrato activado por Al denominado
ScMATE1 o ScAACTI (Silva-Navas y col. 2011). Teniendo en cuenta que se
han identificado ambos transportadores, probablemente se puedan realizar
progresos en centeno, caupi, soja y otras especies con el objetivo de
incrementar la tolerancia al aluminio mediante seleccion asistida por

marcadores o mediante biotecnologia.

El gen ScALMT1 de centeno esta constituido por cinco intrones (dos
inusualmente grandes, en especial el intrén 4) y seis exones y da lugar a un
RNA mensajero de 1332 pb que codifica para una hipotética proteina
hidrofoba de 452 aminoacidos y seis regiones transmembrana (Fontecha y col.

2007) (Figura 1.15).
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Los datos de expresion de ScALMTI indican que solamente se induce en
presencia de Al en el apice de las raices de plantas tolerantes y sensibles. La
expresion del gen ScCALMTI1 de centeno es cinco veces menor en el apice de las
raices de la linea sensible (Riodeva) que en el cultivar tolerante (Ailés)
(Fontecha y col. 2007). El gen ScALMTI1 se comporta como totalmente ligado
(no se han encontrado recombinantes en tres F2 con mas de 350
descendientes) al locus Alt4 previamente localizado en el brazo 7RS de centeno
por Matos y col. (2005) (Figura 1.13). Por tanto, estos resultados indican que
el gen Alt4 (ScALMTI) de tolerancia al Al localizado en el brazo 7RS es un

transportador de malato activado por Al.
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Figura 1.15. A) Mapa del cromosoma 7R. El locus Alt4 y el gen SCALMTI ocupan la misma posicién
y estan ligados a otros marcadores moleculares localizados en el brazo 7RS (SCM y SCIM:
microsatélites e intermicrosatélites de S. cereale, OP : RAPD). B) Estructura en intrones y exones del
gen ScALMT1 de S. cereale. C) Localizacién cromosémica del gen ScALMTI en el brazo 7RS de
centeno. 1R a 7R: lineas de adicién disémicas trigo-centeno, 7RS y 7RL: lineas de adicién
ditelocéntricas trigo-centeno, CS: trigo hexaploide parental (Triticum aestivum cv. “Chinese Spring”),
I: centeno parental (Secale cereale cv.“Imperial”), CSI: Hibrido trigo centeno (anfiploide “Chinese
Spring-Imperial”’) con todos los cromosomas de trigo y todos los de centeno. El asterisco indica el
fragmento del gen ScALMT1I localizado. D) PCR-RFLP (amplificacién y posterior digestiéon con BspHI)
de un fragmento del gen ScCALMTI en 10 plantas de una F2 de centeno en la que también segregaba
el locus Alt4. El fragmento se comporta como totalmente ligado al locus Alt4. A: parental tolerante
“Ailes”, R: linea consanguinea parental no tolerante “Riodeva”, T: plantas tolerantes de la Fa, NT:
plantas no tolerantes de la F2, M: marcador de peso molecular.

Sasaki y col. (2004) y Raman y col. (2005) han encontrado que la resistencia a
Al de dos lineas isogénicas que poseen alelos que se diferencian en seis bases
nitrogendas y dos aminoacidos no esta condiciona por estos alelos pero si por

el nivel de expresion del gen TaALMTI. Estos resultados indican que en
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algunos casos la tolerancia al Al puede deberse a cambios en la conformacion
de la proteina, mientras que en otros, podria estar regulada por diferencias en
las regiones promotoras (situadas «aguas arriba») que controlarian la
expresion de los genes ALMT1. Sasaki y col. (2006) han analizado las regiones
promotoras (« aguas arriba ») de 69 lineas de trigo y han encontrado una gran
variabilidad en esta region (seis patrones distintos) con bloques de secuencias
duplicados o triplicados en diferentes 6rdenes. El niumero de repeticiones en
esta region parece estar correlacionado en cierta medida con la exudacion de
malato en las lineas. Sin embargo, dicha correlacion no se mantiene en las
lineas procedentes de Japon. Raman y col. (2006) han estudiado la variacion
en el intron 3 del gen TaALMT1 de trigo en 20 genotipos de trigo encontrado
marcadores repetitivos (inserciones y deleciones, INDEL) que cosegregan con
la Tolerancia al Aluminio y que son extremadamente utiles en programas de

seleccion asistida por marcadores y en estudios de evolucion.

Collins y col (2008) han encontrado varias copias del gen ScCALMT1 en centeno,
el cultivar tolerante (M39A-1-6) posee cinco copias en tandem y el sensible
(M77A-1) dos copias. Tres de las copias, dos del cultivar tolerante (ScALMT1I-
M39.1 y ScALMTI1-M39.2) y otra del cultivar sensible (SCALMTI1-M77.1) se
expresan de forma muy intensa en los apices de las raices y se inducen por Al.
También se han observado formas alternativas de procesamiento en dos de los
genes de ScALMT1, estando una de ellas correlacionada con una insercion de
400 pb en un intron. Sin embargo, los resultados obtenidos por Fontecha y
col. (2007) mediante Q-RT-PCR indican que el numero de copias del gen
ScALMT1 es mayor en la linea consanguinea sensible Riodeva (entre cuatro y

cinco copias) que en el cultivar tolerante Ailés (dos copias).

2.3.1.4 Resultados En Otras Especies:-

En primer lugar, la colza (Brassica napus) se ha descrito en algunas ocasiones
como una planta que exuda ambos acidos organicos, malico y citrico en
respuesta al estrés por Al (Zheng y col. 1998). Este resultado parece ser
especifico de cultivar mas que funcion del disefio experimental. La exudacion
de ambos acidos organicos también se ha descrito en centeno (Secale cereale),
en caupi o frijol chino (Vigna unguiculata) y soja (Glycine max) (Li y col. 2000,

Silva y col. 2001, Jemo y col. 2007).

En segundo lugar, el aumento del numero de transportadores de acidos

organicos y la interferencia en las rutas de transduccion de senal produce
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claros efectos en la exudacion de acidos organicos. Es conveniente recordar
que el proceso de exudacion de acidos organicos puede dividirse en tres
partes: percepcion del Al, sintesis de ligandos y transporte fuera de la raiz. La
primera y la tercera parte de este proceso puede alterarse claramente y afectar
a la tolerancia al aluminio. Mediante la manipulacién de la segunda parte de
este proceso, el sistema de acidos organicos, es mucho menos factible alterar
la tolerancia al aluminio (Hoekenga y col. 2011). Se han obtenido resultados
en alfalfa (Medicago sativa) empleando malato deshidrogenasa y en colza con
citrato sintasa (Tesfaye y col. 2001, Anoop y col. 2003). Sin embargo, la sobre-
expresion de citrato sintasa ha dado lugar a resultados inconsistentes en
transgénicos de Nicotiana (de la Fuente y col. 1997, Delhaize y col. 2001). Las
necesidades de acidos organicos en el interior de la célula pueden o no ser
limitantes para la eficacia de la respuesta al estrés por Al. En maiz, en el que
las tasas de exudacion de acidos organicos varian de unos cultivares a otros,
no se han observado cambios en los niveles de acidos organicos que puedan
correlacionarse con una tolerancia diferencial al aluminio (Pineiros y col.
2005). De hecho, la eficacia de la sobre-expresion de TaALMTI en cebada
podria significar que las necesidades de acidos organicos no deberian ser una
limitacién para la tolerancia (Delhaize y col. 2004). Sin embargo, esta claro
que deben producirse cambios en la regulacion de los niveles internos de
acidos organicos ya que las plantas tolerantes de trigo exudan 10 veces mas
acido malico que las sensibles. Tal vez, con estudios mas cuidadosos y
sistematicos de las interacciones entre la percepcion de Al, la sintesis de
ligandos y su exudacion puedan encontrarse patrones que nos indiquen de
forma mas clara como manipular y mejorar estos procesos para mejorar la

tolerancia al estrés por Al.

2.3.2 A través de acido citrico y de proteinas transportadoras de tipo Altss y de

tipo MATE:-

2.3.2.1 Trabajos Realizados En Sorgo:-

Se han propuesto varios mecanismos fisiologicos de tolerancia al aluminio,
pero la eficacia agronémica para promover estabilidad en el rendimiento en
suelos acidos permanece como el mas desconocido. La excepciéon mas clara es
la utilidad de la exudacion de acidos organicos por los apices de las raices
inducida por Al, que es sin lugar a dudas el principal mecanismo que permite
la agricultura en suelos acidos en los que el Al es toxico. La mejora de la

cebada con TaALMT1 por transformacion ilustra esta idea, pero solamente
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como prueba de este concepto (Delhaize y col. 2004). Un gran ejemplo de la
eficacia de mejorar la tolerancia al aluminio en plantas cultivadas es el
descubrimiento y caracterizacion del principal gen de tolerancia en sorgo, Altss
(Magalhaes y col. 2007). El cultivar SC283 es el cultivar estandar mas
conocido en sorgo y ha mostrado repetidamente un comportamiento
agronomico superior en suelos acido (Duncan y col. 1983, Duncan 1988).
Ademas, empleando cultivos hidroponicos mejor que observaciones basadas
en el campo, la tolerancia en el cultivar SC283 ha mostrado estar
ampliamente bajo control de un solo gen semi-dominante, Altsg, que se ha
localizado en una region del cromosoma 3 de sorgo (Magalhaes y col. 2004).
Este gen se ha identificado mediante clonacion posicional basada en el
cartografiado y ha mostrado ser el responsable de la exudacion de citrato
inducida por Al, mecanismo primario de tolerancia al aluminio en sorgo
(Magalhaes y col. 2007). El hecho de que la segregacion de Altsg sea suficiente
para explicar el 80% de la variacion fenotipica para la inhibicion del
crecimiento de la raiz producida por Al en cultivo hidropénico sugiere que Altsg
también es el principal determinante del comportamiento agronémico superior
desarrollado por SC283 sobre suelos acidos intoxicados con Al. Debe hacerse
notar, sin embargo, que la toxicidad por Al es uno de los mas importantes
pero no la Unica fuente de estrés abidtico en suelos acidos. Por tanto, debe
considerarse la existencia de otros genes relacionados con la adaptacion a los
suelos acidos. A pesar de esto, comparaciones recientes entre el
comportamiento agronomico en suelos acidos y la inhibicion del crecimiento
de la raiz en cultivos hidroponico indican que ambas caracteristicas estan
altamente correlacionadas en sorgo. Los genotipos que llevan el alelo Altsg de
SC283 producen aproximadamente 1 mt ha-1 mas que las lineas hermanas
con alelo Altsg inferior (Magalhaes y col. sin publicar). El gen Altsg codifica para
un miembro de la familia MATE de Extrusion de Compuestos Toéxicos y
Multidrogas (“Multidrag and Toxic Compound Extrusion”, MATE), el gen se
induce por Al alcanzando los maximos niveles de expresion después de varios
dias de exposicion al estrés por AL (Magalhaes y col. 2007). En la poblacion
original utilizada para construir el mapa genético, los alelos Altsp segregantes
no mostraron polimorfismo en la region que codifica para la proteina, por el
contrario, si se observaron diferencias significativas en la region promotora.
Un transposon de la clase MITE y las secuencias que lo flanquean
inmediatamente crean una unidad repetida de 243 pb; el alelo sensible tiene

tres repeticiones de esta unidad mientras que el tolerante (SC283) posee cinco
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(Magalhaes y col. 2007). El numero de repeticiones esta relacionado
positivamente con la exudacion de citrato, el crecimiento de la raiz y la
expresion génica. Un nivel relativamente alto de expresion constitutiva de Altss
en una linea tolerante isogénica no va acompanado por una gran y rapida
exudacion de citrato. Este resultado sugiere que la regulaciéon de este gen y la
actividad de la proteina son mas complicadas de lo esperado. Quizas, El Al sea
necesario para activar el transporte o la expresion génica no tenga lugar en la
epidermis en ausencia de Al. Para responder a estas cuestiones ya se han

iniciado experimentos.

La otra familia de proteinas, la familia MATE, es muy amplia, con
representantes en todos los reinos y 48 miembros solamente en Arabidopsis
(Magalhaes y col. 2007). Las proteinas de esta familia se caracterizaron, en
primer lugar, por conferir resistencia a microbios por un mecanismo de eflujo
o exudacion. Por este motivo, se denominaron proteinas de exudaciéon o eflujo
de toxinas y multiples drogas (MATE). Aunque la mayoria de los miembros de
esta familia  siguen sin caracterizarse, algunos funcionan eliminando
compuestos toxicos y metabolitos secundarios del citosol, exportandolos fuera
de la célula o secuestrandolos en la vacuola. Recientemente, se han
caracterizado tres genes de la familia MATE, el gen Frd3 en Arabidopsis, €l gen
Altsg en sorgo y el gen Alp en cebada. El mutante frd3 (llamado inicialmente
naml) acumula metal, presenta una alta actividad Fe-reductasa en las raices,
tiene alterada la homeostasis del Fe y en algunas situaciones puede acumular
el exceso de Fe en los tallos y hojas nuevas. El gen Frd3 codifica para una
proteina (FDR3) cuya funcion seria introducir citrato en el xilema de manera
que el complejo Fe: citrato pueda subir por el xilema y estar disponible para

las células de los tallos y hojas nuevas

2.3.2.2 Resultados Obtenidos En Cebada:-

Un locus que controla la tolerancia al aluminio, Alp, se localiz6 en el
cromosoma 4H mediante el uso de trisomicos (Minella y Sorrells 1997).
Posteriormente, el locus Alp se situ6 en el brazo largo del cromosoma 4H en
una poblacion derivada del cultivar Dayton y estudios posteriores con
diferentes poblaciones para construir mapas identificaron genes de tolerancia
en el mismo cromosoma (Tang y col. 2000, Raman y col 2002, Ma y col 2004).
La exudacion de acido citrico y la tolerancia al aluminio se han correlacionado

positivamente en una amplia muestra de 21 cultivares de cebada, mientras
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que la exudacion de citrato y el contenido en Al en la raiz estaban
negativamente correlacionados, indicando que la exclusion de Al mediada por
acido citrico era la responsable de la tolerancia al aluminio en cebada (Zhao y
col. 2003). Esta conclusion fue confirmada y ampliada por Ma y col. (2004b),
que encontro co-localizaciéon entre el gen de tolerancia al aluminio del
cromosoma 4H y las tasas de exudacion de citrato. El ligamiento total o
completo de un homologo de la familia MATE de cebada (HUMATE o HVvAACT]I)
con el locus Alp se describi6 en una poblacion doble haploide (Wang y col.
2007). La expresion de HvMATE se ha correlacionado con la tolerancia al
estrés por Al y con el flujo de citrato activado por Al, conduciendo a los
investigadores a considerar la hipotesis de que el gen HvMATE es el
responsable de la tolerancia producida por el locus Alp. La construcciéon de
mapas genéticos de alta resolucion y analisis de “microarrays” han
confirmado que un miembro de la familia MATE, HvAACT1, confiere tolerancia
en cebada (Furukawa y col. 2007). El gen HVAACT1 clonado por Furukawa y
colaboradores potencia la exudacion de citrato activada por Al y la tolerancia
al aluminio en lineas transgénicas de tabaco. La proteina se ha localizado en
la células epidérmicas de los apices de la raices de cebada en la membrana
plasmatica, basandose en los resultados de fusiéon con GFP (Green
Fluorescent Protein). Ademas, los resultados de expresion heteréloga en
oocitos de Xenopus laevis indican que la proteina es mas especifica de citrato
que de malato (Furukawa y col. 2007). Se han analizado cultivares de cebada
que difieren en la resistencia al aluminio y se ha encontrado una correlacion
positiva con el nivel de expresion del RNA mensajero de HUMATE en las raices.
Sin embargo, solamente se han detectado cuatro SNPs en los ORF de estos
cultivares que no explican las diferencias de expresion. El gen Alp ha sido
propuesto como el ortélogo al gen de trigo TaALMT1 localizado en el brazo 4DL.
Sin embargo el gen Alp (HUMATE) se ha secuenciado y ha resultado ser un
transportador de citrato activado por aluminio de la familia MATE, habiendo
sido designado HVMATE (Wang y col. 2007, Furukawa y col. 2007). Por tanto,
este resultado indica que el gen Alp (HUvMATE) localizado en 4HL en cebada y
el gen TaALMT1 localizado en 4DL en trigo no deben ser ortélogos, ya que uno
es un transportador de citrato y otro de malato, con estructuras en intrones y

exones muy diferentes y pertenecientes a distintas familias génicas.

Sorgo y cebada muestran varias similitudes en la herencia de la tolerancia al

aluminio, ambas especies presentan un control genético sencillo (un locus)
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para la tolerancia al aluminio que reside segiin algunos autores en genes
homologos (Hoekenga y Magalhaes 2011). Sin embargo, la cebada se considera
una de las especies mas sensibles entre los cereales, mientras que las
variedades de sorgo pueden exhibir niveles extremadamente altos de
tolerancia al aluminio (Wang y col. 2006). La comparacion entre las
secuencias de las proteinas codificadas por HUMATE y Altsg pone de manifiesto
varias diferencias significativas, ya que presentan solamente un 65% de
identidad y un 79% de similitud. También muestran una estructura muy
diferente en exones e intrones y ademas aparentemente tienen un diferente
numero de regiones o dominios transmembrana. Aunque existen similitudes
en los dos genes, como el nivel de expresion constitutiva en ausencia de Al y la
activacion por Al de las proteinas MATE de sorgo y cebada, las diferencias
estructurales pueden ser las responsables de las importantes diferencias en
los niveles de tolerancia al aluminio producidos por HUMATE y Altss. Un tercer
transportador de la familia MATE, FRD3 de Arabidopsis, podria también
contribuir a la exclusion de Al a través de la exudacion de acido citrico
(Durrett y col. 2007). La expresion ectopica de FRD3, que normalmente esta
implicado en el transporte y metabolismo del hierro, es capaz de producir un
modesto aumento de la tolerancia al estrés por Al en Arabidopsis (Durrett y

col. 2007). El analisis comparado de las tres proteinas MATE, Altss, HUMATE y

FRD3, pone de manifiesto la existencia de dominios y residuos importantes

para el transporte de citrato y la activacion por Al.

2.3.2.3 Resultados Obtenidos En Centeno, Trigo, Maiz Y Arroz:-

El centeno es uno de los cereales mas tolerantes al aluminio (Aniol y
Gustafson 1984) al contrario que la cebada. En parte, podria deberse al efecto
aditivo de los acidos malico y citrico, que se exudan simultaneamente cuando
ciertos genotipos de centeno se exponen al aluminio (Li y col. 2000). Sin
embargo, esta no debe ser la Gnica causa, ya que algunos cultivares de trigo
también exudan acido citrico ademas de acido malico (Ryan y col. 2009).
Estudios realizados en Triticale, que es un hibrido entre trigo y centeno, han
identificado genes en el brazo corto del cromosoma 3R necesarios para la
exudacion de acidos organicos en Triticale (Ma y col. 2000). El patréon de
exudacion en centeno es de tipo II, con una fase de varias horas después de la
exposicion al aluminio sin exudacion de acidos organicos, sugiriendo la
existencia de induccién a nivel génico o de proteinas para conseguir la

maxima actividad. Es interesante recordar que la exudacién de citrato
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modulada por el gen de tolerancia Altss es también inducible a lo largo del
tiempo de exposiciéon al aluminio, una respuesta que es paralela a la expresion
de Altss (Magalhaes y col. 2007). Teniendo en cuenta que el cromosoma 3R de
centeno es parcialmente equivalente al cromosoma 3 de sorgo, es posible que
un gen MATE ortologo del Altss de sorgo sea responsable de la exudacion de
citrato (Magalhaes y col. 2004). Sin embargo, es importante recordar que en el
cromosoma 3R de centeno se encuentran genes para malico deshidrogenasa
(Salinas y Benito 1984), cuya ausencia podria influir en los niveles de acido
malico en el interior de la célula y que, por el momento, no se ha encontrado
ningun gen de la familia MATE en el cromosoma 3R de centeno. Sin embargo,
si se ha descrito un gen ortélogo al HVAACT1 o HuvMATE de cebada que se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 7R y que colocaliza con el QTLas
de tolerancia al aluminio en centeno (Silva-Navas y col. 2011). Este gen de
centeno se ha denominado ScAACT1 o ScMATEI1, tiene una estructura en
intrones y exones muy semejante a la del gen HuMATE (13 exones y 12
intrones), una identidad y similitud muy elevadas con el gen de cebada, se
expresa fundamentalmente en raiz y su expresion de induce por Al. Ademas,
la expresion de este gen es muy variable de unos cultivares a otros indicando
la existencia alelos que contribuyen a la tolerancia al aluminio y de otros cuya
aportacion no ha sido posible detectar. Este gen, ScMATE1, ademas esta ligado
a 25 cM de distancia del locus de tolerancia al aluminio Alt4 (cuyo candidato
es el gen ScALMTI) (Silva-Navas y col. 2011). La estructura en intrones y
exones de este gen se indica en la (Figura 1.16). Collins y col. (2008) también
han encontrado en centeno el gen ortélogo de HUMATE de cebada en el mismo
brazo cromosomico (7RS) y a 27,5 cM del locus Alt4. Sin embargo, en su caso

el gen ScMATE no contribuia a la tolerancia al aluminio en la poblacion

analizada.

(JutR M ORF == inron V lcarus MITE  V Hades MITE

Figural.16. Estructura del gen ScMATE]1 en centeno. Contiene 13 exones y 12 intrones.
En la regiéon “downstream” se han detectado secuencias de MITEs.

Yokosho y col. (2010) han aislado en centeno dos genes de la familia MATE
que estan implicados en la destoxificacion de Al y en el transporte del hierro
desde las raices a los coleoptilos, ScFRDL1 y ScFRDL2. El gen ScFRDLI
muestra una identidad del 94,2 % con el gen HVMATE or HVAACT1 de cebada,
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un transportador de citrato activado por Al en cebada y, el gen ScRFDL2
presenta una identidad del 80,6% con el gen de arroz OsFRDL2, una proteina
de respuesta al aluminio. Ambos genes, ScFRDL1 y SCFRDL2, se expresan
principalmente en la raiz, sin embargo, muestran diferentes patrones de
expresion. La expresion de ScFRDLI no se altera por Al pero, sin embargo,
aumenta por tratamientos con deficiencia en hierro (Yokosho y col. 2010). Este
gen, ScFRDL1, es el mismo que el descrito por Silva-Navas y col. (2011) en
centeno, el gen ScMATE1 o ScAACTI que en una de las F; analizadas co-
localiza con el QTLaus de tolerancia al aluminio. Sin embargo, el gen ScMATE1
descrito por Silva-Navas y col. (2011) se induce bastante por Al en algunos
cultivares y lineas consanguineas y no lo hace en otros cultivares de centeno.
ScFRDL1 también es el mismo gen que el descrito por Collins y col. (2008) en
centeno y que en sus cruzamientos no contribuye a la tolerancia. El gen
ScFRDL2 se induce mucho por estrés con Al pero no por deficiencia en hierro
en la linea consanguinea IR5 de centeno analizada por estos investigadores. La
induccion tiene lugar en los apices de las raices y en la zona basal. Ademas, la
expresion de ScFRDL2 es consistente con el patron de exudacion de citrato.
Mediante inmunotincion se ha observado que la proteina producto de
ScFRDL1 se localiza en todas las células de los apices de las raices y en el
cilindro central y la endodermis en la zona basal de las raices. Los resultados
obtenidos por Yokosho y col. (2010) sugieren que ScFRDLI esta implicado en el
flujo de citrato en el xilema para el transporte de hierro de las raices a los
coleoptilos, mientras que ScFRDL?2 estaria implicado en la exudacion de citrato
activada por Al en centeno. Estos resultados, aparentemente contradictorios
para la implicacion del gen ScFRDLI en la tolerancia al aluminio en centeno,
en realidad no lo son, simplemente indican la existencia de variabilidad en la
contribucion de este gen a la tolerancia y en su induccion por Al. Por otro
lado, es necesario recordar que un gen cuya expresion no cambia por el
tratamiento por Al, como por ejemplo el gen TaALMT1 de trigo, es, sin

embargo, el principal gen de tolerancia al aluminio descrito en trigo.

La exudacion de acido citrico se produce de forma constitutiva en algunos
cultivares de trigo brasilenos (Ryan y col. 2009). El flujo de citrato ha
mostrado estar controlado por un solo locus en dos cruzamientos diferentes
que segregaban para este caracter. En una F, entre un cultivar que exuda
citrato (Carazinho) y otro que no lo hace (EGA-Burke) se ha identificado un

locus principal en el brazo 4BL, el locus Xce, que explica mas del 50% de la
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variacion observada para el caracter flujo de citrato. Este locus se ha vuelto a
detectar en un segundo cruzamiento entre Carazinho y Egret (que no exuda
citrato) y se ha localizado a 6.3 cM del microsatélite Xguwm495 (Ryan y col.
2009). Estos autores también han detectado un EST de la familia MATE cuya
expresion esta correlacionada con el flujo de citrato. Por tanto, estos datos
sugieren que en el brazo largo del cromosoma 4B de trigo existe
probablemente un gen de la familia MATE responsable de la exudacion de
citrato detectada en los cultivares brasileios. Por su localizacion cromosoémica
en 4BL y teniendo en cuenta las relaciones de sintenia entre trigo, cebada y
centeno, el gen de trigo responsable del locus Xce de exudacion de citrato
podria ser probablemente ortologo de los genes descritos en cebada, HUMATE
del cromosoma 4H (Wang y col. 2007) y centeno, ScMATE1 o ScAACT1 situado
en 7RS (Silva-Navas y col. 2011). Este gen de trigo podria, por tanto,
denominarse TaMATEl. Ademas, este resultado indica que en trigo no
solamente funciona como mecanismo de tolerancia al aluminio la exudacion
de malato, de manera que la exudacion de citrato también contribuye al igual

que sucede en centeno.

Maron y col. (2010) han clonado e identificado dos genes de la familia MATE
en maiz, ZmMMATE1 y ZmMATE?2, que co-localizan con dos QTL de tolerancia
situados en los cromosomas 6 y 5, respectivamente. Ambos genes codifican
para proteinas de la membrana plasmatica que intervienen de forma
significativa en el flujo de aniones en experimentos de expresion heterdloga en
oocitos de Xenopus. ZmMATE]1 se expresa fundamentalmente en las raices, se
induce por Al y su expresion es mayor en genotipos tolerantes que en los
sensibles. Sin embargo, la expresion de ZmMATE2 no esta localizada
especificamente en ningun tejido y no responde al estrés por Al. La expresion
de ZmMATE1 en Arabidopsis transgénicas produce un aumento significativo de
la tolerancia. Los datos obtenidos por Maron y col. (2010) sugieren que
ZmMATE1 es un gen funcionalmente homologo a los descritos en sorgo (Altss),
cebada (HvMATE) y Arabidopsis (AtMATE) y, probablemente es el gen
responsable del mayor QTL de tolerancia descrito en maiz localizado en el
cromosoma 6. Sin embargo, ZmMATE2 probablemente no codifica para un
transportador de citrato y podria estar implicado en un nuevo mecanismo de

tolerancia al aluminio.

Las plantas de arroz también exudan acido citrico por sus raices en respuesta

al estrés con Al. Los datos de expresion heterologa en oocitos de anfibios
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(Xenopus) indican que la proteina OsFRDL4, perteneciente a la familia MATE,
codificada por el gen OsFRDL4 (Os01g0919100) es capaz de transportar citrato
cuando se activa con Al (Yokosho y col. 2009). La expresion de la citada
proteina es muy baja en las raices de arroz en ausencia de aluminio pero se
induce en gran cantidad poco tiempo después de su exposicion al aluminio
(Yokosho y col. 2009). Ademas, la expresion de OsFRDL4 esta regulada por
ARTI1, un factor de transcripcion de “dedos de zinc” tipo CyH; para la
tolerancia al aluminio. Los experimentos de expresion transitoria en cebolla
indican que se localiza en la membrana plasmatica y en los apices de las
raices. Los mutantes “knockout” para OsFRDL4 muestran una disminucion
significativa de la tolerancia al aluminio y un descenso de la secrecion de
citrato comparados con las plantas normales, aunque la concentracién de
citrato en el xilema no parece estar alterada (Yokosho y col. 2009). También se
ha detectado una correlacion positiva entre el nivel de expresion de OsFRDL4 y
la cantidad exudada de citrato por cultivares que difieren en su nivel de

tolerancia.

Los estudios de relaciones filogenéticas llevados a cabo con proteinas de la
familia MATE de diferentes especies, indican que la proteina codificada por
este gen de arroz (OsFRDL4) es ortologa a la proteina codificada por el gen de
sorgo Altss. En trigo, centeno y cebada atn no se han encontrado los genes
ortologos al gen Altsg y de sorgo ni al gen OsFRDL4 de arroz, estos dos genes
de la familia MATE tiene una estructura en exones e intrones muy diferente al

de los genes HUMATE de cebada y ScMATE1 de centeno.

2.3.3 A Través De Oxalato:-

El acido malico y el citrico no son los Unicos acidos organicos que se unen
(son ligandos) al Al descritos en los exudados de las raices. El acido oxalico
(oxalato) también se ha descrito en los exudados de las raices de plantas
tratadas con Al y es un agente quelante efectivo, intermedio entre el citrato y
el malato en términos de disociacion constante por uniéon al aluminio. La
exudacion de oxalato activada por Al se ha descrito en alforfon o trigo
sarraceno (Fagopyron esculentum), maiz, taro (Colocasia esculentum) y alfalfa
(Medicago sativa) (Ma y Miyasaka 1998, Zheng y col. 1998, Kidd y col. 2001,
Tesfaye y col. 2001). No se ha identificado hasta la fecha ningtin transportador
de oxalato activado por Al semejante a los encontrados para malato y citrato.

Podria ser que los transportadores de las familias MATE y ALMT fueran
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también permeables a oxalato. Sin embargo, los transportadores de oxalato
representan una tercera categoria de transportadores de acidos organicos que

esta por ser descubierta y descrita.

2.3.4 Metabolismo De Los Acidos Organicos:-

La actividad de las enzimas y la expresion de los genes implicados en la
cadena de transporte de electrones y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA) cambia cuando las plantas se someten a estrés. La toxicidad por metales
pesados, el estrés hidrico y el estrés oxidativo desencadenan numerosas
alteraciones metabdlicas conducentes a mantener la produccién energética,
regular el ambiente redox celular y la supervivencia del organismo (Fedotcheva
y col 2006; Mailloux y col 2007; Lemire y col 2008; Atkin y Macherel 2009).
Existen ejemplos de alteracion de la actividad enzimatica de las enzimas que
intervienen en el transporte de electrones en la mitocondria por estrés con Al
en diferentes especies de microorganismos, plantas y animales (Efrain Ramirez

Benitez y col 2008; Kumari y col 2008; Mailloux y col 2008).

Ya hemos comentado que en el proceso de exudacion de acidos organicos
pueden distinguirse tres etapas: la percepcion del aluminio, el metabolismo de
los acidos organicos (sintesis y/o degradacion de los ligandos del aluminio) y
la exudacion de los acidos organicos. Algunos autores opinan que es mucho
menos factible alterar la tolerancia modificando el metabolismo de los acidos
organicos (Hokenga y col. 2011). Ya hemos indicado que la sobre-expresion de
citrato sintasa en Nicotiana ha dado lugar a resultados contradictorios (de la
Fuente y col. 1997, Delhaize y col. 2001). En la (Tabla 1.3) se encuentra un
resumen de los resultados obtenidos en distintas especies cuando se sobre-
expresan genes de cintrato sintasa (CS) y malato deshidrogenasa (MDH).
Aunque en alfalfa y colza se han obtenido resultados positivos con malato
deshidrogenasa y citrato sintasa, respectivamente (Tesfaye y col. 2001, Anoop
y col. 2003), en maiz no se han detectado cambios en la exudaciéon de citrato
que puedan relacionarse con diferentes niveles de tolerancia (Pineiros y col.
2005). La sobre-expresion del gen de trigo, TaALMTI, en cebada podria
interpretarse suponiendo que los niveles internos de acidos organicos no
serian una limitacion para la tolerancia (Delhaize y col. 2004). En la (Tabla
1.3) se resumen los resultados obtenidos cuando se introducen genes que
codifican para enzimas del metabolismo de los acidos organicos, como citrato

sintasa y malato deshidrogenasa, de unas especies en otras.
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Tablal.3. Genes de citrato sintasa y malato deshidrogenasa introducidos en otras especies.

Especie

Resistencia

Gen donadora Especie receptora estrés Al Referencia
. . . Tabaco (Nicotiana De la Fuente y col.

Citrato sintasa P. aeruginosa tabacum) Aumenta 1997

Citrato sintasa A. thaliana Zanahoria (Daucus Aumenta Koyama y col. 1999
carota)

Citrato sintasa P. aeruginosa Tabaco (Nicotiana No cambia Delhaize y col. 2001
tabacum)

Citrato sintasa A. thaliana Canola (Brassica napus) ~ Aumenta Anoopy col. 2003

Citrato sintasa P. aeruginosa Alfalfa (M. Sativa) Aumenta Barone y col. 2008

Malato Medicago .

deshidrogenasa sativa Alfalfa (M. Sativa) Aumenta Tesfaye y col. 2001

Por el momento, la influencia del metabolismo de los acidos organicos y su
acumulacion en las raices en la tolerancia al aluminio no se conocen de forma
suficiente. En las especies vegetales con patron de exudacion de tipo I
(aquellas en las que la exudacion comienza inmediatamente después del
tratamiento con Al) no se ha observado correlacion entre los niveles internos
de acidos organicos y su exudacion. Por ejemplo, los genotipos de trigo
tolerantes y sensibles al aluminio no difieren en sus concentraciones de
malato, aunque las variedades resistentes exudan 10 veces mas malato que
las sensibles (Delhaize y col. 1993). De forma semejante, los genotipos
tolerantes y sensibles de maiz no difieren en la concentracion de citrato en sus
tejidos y el Al aumenta por igual la acumulaciéon de citrato en las raices en
ambos tipos de variedades, sin embargo solamente se observa una exudacion
de citrato significativa en los genotipos tolerantes (Pellet y col. 1995). Por el
contrario, en soja donde la exudacion de citrato comienza varias horas
después del inicio del tratamiento con Al, existiendo una fase de retraso
(patron de exudacion de tipo II), la acumulaciéon interna de citrato inducida
por Al contribuye la aumento en la exudacion de dicho acido organico (Silva y

col. 2001).

En la (Figura 1.17) se indican algunas de las enzimas clave involucradas en el
metabolismo del citrato que podrian estar involucradas en la tolerancia al
aluminio en diferentes especies vegetales. Los trabajos en los que se ha
estudiado el posible papel de las enzimas implicadas en el metabolismo de los
acidos organicos inducidos por Al han originado resultados diversos. En trigo,
la exudacion de malato tiene lugar sin cambios significativos de las actividades
enzimaticas de PEPC carboxilasa) y de malato

(Fosfoenol piruvato

deshidrogenasa (NAD-MDH). Ademas, las actividades de estas dos enzimas no
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difieren significativamente entre los genotipos tolerantes y sensibles (Ryan y

col. 1995).

Phosphoenolpyruvate (PEP) Cytoplasm
| PEPC
Oxaloacetate S
= &=
Oxaloacetate Acetyl CoA
MDH ™ Ace!yl\ CoA
Malate cs ; e \ Oxaloacela(s
FUM / ! / / \dDH :
Fumarate il C":‘“‘-‘ ;’ Citrate Maliuo .‘\‘
AC | AC
soHl l Y { Acetyl CoA //} "
Succinate Isocitrate Isocitrate ~@—> Isocitrate 7 MS /
SAT \ / NAD-ICDH 1 \ \ Glyoxyrate /
NADP-ICDH i W
Succiny-CoA 2-Oxoglutarate ‘ DRAG \ ICL ¢\
N e
M Succinate
OGDH 2-Oxoglutarate \ /
Mitochondrion / __ Glyoxysome

Figural.17. Enzimas claves involucradas en el metabolismo de citrato (Ma y col., 2001).
PEPC: fosfoenolpiruvato carboxilasa; CS: citrato sintasa, NAD-ICDH: NAD-isocitrato
deshidrogenasa, AC: aconitasa; OGDH: a-cetoglutarato deshidrogenasa; SAT: succinil-
CoA sintetasa, SDH: succinato deshidrogenasa, FUM: fumarasa; MDH: malato
deshidrogenasa.

En cambio, en Phaseolus vulgaris (Mugai y col. 2000) y en Cassia tora (Yangy
col. 2004) se ha detectado un aumento de la actividad citrato sintasa inducido
por el tratamiento con Al. De forma similar, el tratamiento con Al aumenta la
expresion génica y la actividad enzimatica de la citrato sintasa mitocondrial
en soja (Eticha y col. 2010). Ademas, el sobre-expresion de enzimas implicadas
en el metabolismo de los acidos organicos ha demostrado ser efectiva
aumentando la exudacion de dichos aniones organicos y la tolerancia al
aluminio en plantas transgénicas de Arabidopsis (Koyama y col. 2000), alfalfa

(Tesfaye y col. 2001) y canola (Anoop y col. 2003).

Rangel y col. (2010) han estudiado los cambios en las actividades de ls
enzimas implicadas en el metabolismo del citrato. El tratamiento con Al
reduce la actividad de la isocitrato deshidrogenasa (ICDH) disminuyendo el
consumo de citrato interno y aumentando su exudacion. El contenido en
citrato de las raices depende de la sintesis de citrato, de la exudacion, de la
degradacion y de su consumo para otras funciones metabdlicas. Por tanto, la
exudacion continua de citrato, manteniendo la concentracién normal de
citrato en las raices, requiere un aumento en la sintesis y/o reduccién de su
degradacion. La reduccion de la actividad de 1la NADP-isocitrato
deshidrogenasa produce acumulacion y exudacion de citrato en células de

zanahoria mutantes que son capaces de crecer en fuentes de fosfato insolubles
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(Kihara y col. 2003). Pero, de acuerdo con Rangel y col. (2010), para mantener
la exudacion de citrato en judias no solamente es necesaria una reduccion de
la actividad de NADP-isocitrato deshidrogenasa, también es importante
mantener las actividades de la citrato sintasa y de Fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPC). El fallo en la exudacion continua de citrato en los
genotipos de Phaseolus vulgaris sensibles al aluminio ha sido atribuido
principalmente a la menor actividad constitutiva de citrato sintasa (CS) que
posteriormente se inhibe por tratamientos mas prolongados con Al. Sin
embargo, Ehtica y col. (2010) no han detectado cambios significativos en la
expresion de los genes que codifican para algunas de las enzimas implicadas
en el metabolismo de los acidos organicos. Igualmente, Kumari y col. (2008)
no han detectado cambios significativos en la cantidad de los mensajeros de
52 genes del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), excepto para MDH, en un

analisis transcriptémico a gran escala mediante “microarrays” en Arabidopsis.

Sin embargo, esta claro que deben producirse cambios en la regulacion de los
niveles internos de acidos organicos ya que las plantas tolerantes de trigo
exudan 10 veces mas acido malico que las sensibles. Tal vez, con estudios mas
cuidadosos y sistematicos de las interacciones entre la percepcion de Al, la
sintesis de ligandos y su exudacion puedan encontrarse patrones que nos
indiquen de forma mas clara como manipular y mejorar estos procesos para
mejorar la tolerancia al estrés por Al. Ademas, es necesario recordar que una
gran cantidad de estudios se han llevado a cabo analizando la actividad
enzimatica y no la expresion de los genes que codifican para las enzimas
relacionadas con el metabolismo de los acidos organicos. La mayoria de los
estudios basados en actividades enzimaticas no distinguen por separado la
actividad procedente de las distintas formas moleculares (isoenzimas)
citoplasmicas, mitocondriales o localizadas en otros compartimentos
subcelulares. Por consiguiente, los cambios detectados en la actividad
enzimatica no necesariamente van acompanados pos variaciones en la

abundancia de mensajeros de genes concretos.

3. La Composicion De La Pared Celular:-

Ademas de los transportadores de acidos organicos (genes de la familia ALMT'y
MATE) y de los genes relacionados con el metabolismo de los acidos organicos.
Existen muchos otros tipos de genes que pueden estar involucrados en la

tolerancia al estrés por Al. La primera barrera que se encuentra cualquier
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nutriente, mineral o agente externo para acceder a las células de las raices es
la pared celular. Por tanto, la estructura y composicion de las paredes
celulares puede jugar un papel importante en muchas de las situaciones de

estrés ante las que se enfrenta una planta.

La pared celular vegetal posee una estructura complicada que participa en la
determinacion del tamano de las células y de su forma, en el crecimiento y
desarrollo, en la comunicacion intercelular y en la interaccion con el medio
ambiente. La pared celular primaria se compone principalmente de
polisacaridos (celulosa, hemicelulosa y pectinas), enzimas y proteinas

estructurales (Figura 1.18).

Las pectinas son los principales componentes de la lamina media y primaria
de las paredes celulares vegetales en dicotiledoneas (suponen del 30-35% de la
pared en peso seco), mientras que en las especies de la familia Poaceae se
encuentran en menor cantidad (5-10%) (Smith and Harris y col 1999). La
pectina es un polisacarido presente en la pared celular de todas las plantas
superiores, contribuyendo a su integridad y rigidez. Como tal, desempeina un
papel importante durante la maduracion, almacenamiento y procesamiento de
materias primas vegetales para su posterior consumo alimenticio. Se extrae de
distintas fuentes vegetales y se utiliza ampliamente en la industria
alimentaria, debido a sus propiedades gelificantes, estabilizantes y espesantes.
Recientemente, la pectina ha ganado interés como ingrediente de alimentos

funcionales debido a los posibles efectos beneficiosos para salud.
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celular
primaria

Membrana [~ @ . \ -n ’
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50 nm

Figural.18. Representacion esquematica de la pared
celular de las plantas superiores (adaptado de McCann y
Roberts, 1996).
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Las pectinas son una mezcla de polimeros acidos y neutros muy ramificados.
Las pectinas contienen cuatro tipos de dominios: homogalacturonanos (HGA),
ramnogalaturonanos de tipo I (RGI) y tipo II (RGII) y Xylogalacturanos (XGA)
(Willats y col. 2001) que difieren en la estructura de los enlaces de la
maromolecula y en la presencia y diversidad de cadens laterales (Pelloux y col.
2007). Las pectinas se sintetizan en el aparto de Golgi y posteriormente se
transportan a la pared celular (Grsic-Rausch y Rausch, 2004). Las pectinas de
la pared celular aparecen en formas metil-esterificadas. Dichas pectinas
pueden modificarse por la accion de las pectinasas, como las pectin
metilesterasas (PME), que catalizan la desmetil-esterificacion de los

homogalacturonanos liberando pectinas acidas y metanol (Figura 1.19).

CO " COO W'
0 . ’ 0
it 2H0 2CHOH g Gadr o
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OH } OH 4
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OH OH

Figural.19. Reaccién de desmetil-esterificaciéon de la pectina catalizada por la PME
(adaptado de Micheli, 2001).

3.1 Pectin Metilesterasa (PME):-

La PME (EC 3.1.1.11) es una enzima con alta especificidad de sustrato. Actaa
sobre las sustancias pecticas que forman parte del material de la pared
celular. La enzima desmetila los grupos carboximetil -COOCH3 de las cadenas
pecticas, produciendo acido poligalacturonico y descendiendo el pH
(Balestrieri y col., 1990) ya que aumenta el nimero de grupos carboxilo —
COOH libres en sus posiciones originales. Esto da lugar a una disminucion de
la solubilidad de la pectina, siendo este efecto mas pronunciado en presencia
de sales divalentes (Van Buren, 1973). En los ultimos afios, se ha obtenido
una gran cantidad de informacion sobre las funciones de la PME en plantas
que incluyen una gran cantidad de datos gendémicos. Dichos datos muestran
que las enzimas de PME que pertenecen a una gran familia de multiples genes
y que sus estructuras primaria y cuaternaria estan muy conservadas entre los

diferentes taxones de plantas.

En Arabidopsis thaliana, se han detectado 67 ORFs que codificarian para
secuencias putativas de PME. Por tanto, representan un 6,81% del total de
enzimas activas del metabolismo de hidratos de carbono (CAZymes) y

expansinas en esta especie (Coutinho y col.,, 2003). Las cifras
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correspondientes para Populus trichocarpa son 89 ORFs y un 5,46%,
respectivamente (Lee, etal.2006), mientras que en arroz (Oryza sativa) se han
detectado menos ORFs (35) con secuencias putativas de PME y representan
un 3,14% de las CAZymes y expansinas

(http:/ /www.Tigr.org/tdb/e2k1 /osal). El menor namero de genes de PME

en arroz es consistente con el hecho de que las pectinas son menos

abundantes en monocotiledéneas que en dicotiledoneas.

Las PME se han clasificado en dos grupos. Las PME del grupo 1 no tienen
ninguna extension en la region N-terminal (region PRO) mientras que las PME
del grupo 2 tienen region PRO. Las PME de bacterias y hongos tienen un
dominio PME (Pfam01095, IPR0O0070) caracteristico con regiones de
aminoacidos conservadas, un dominio péptido senal (SP) y un dominio
transmembrana (TM) en la region N-terminal. Las PME de bacterias y hongos
no poseen region PRO y pertenecen, por tanto, a las PME del grupo 1. Sin
embargo, las PME de plantas superiores se caracterizan por la presencia del
dominio PRO de longitud variable y pertenecen a las PME del grupo 2. Esta
region PRO muestra similitudes con el dominio inhibidor PME (dominio PMEI,
Pfam04043, IPR0O06501). Las PME del grupo 2 tienen el dominio PME
(Pfam01095) en la zona C-terminal, el dominio PMEI (Pfam04043), los
dominios SP y/o TM en la region N-terminal y también un motivo de
procesamiento (PM, normalmente con la siguiente secuencia de aminoacidos
RRLL o RKLL) situado en el centro y que podria ser un diana putativa para

proteinas del tipo subtilisina (Figura 1.20) (Micheli, 2001; Tian y col., 2006).

Group 1 SP /T PME domain
PlamQ1 095
- -

pl 5.3=5.2 MW 27 F=0453 kDn

Group 2 SPJTHM 55 (PMEI gdomain) Fra FME gomain
Plamd4043 FlamD1 095

Bl 587 MW 52.4-105.6 kDa

- — -
PRO part MATURE part
Bl 4.8-10.1 SAW 1T7-70 kDa pl 4.3—10.6/MW 32.0-53.3 kDa

Figural.20.Motivos estructurales de la pectin metilesterasa (PME). Las PME
de los grupos 1 y 2 poseen un dominio PME (Pfam01095) altamente
conservado en todas PME descritas hasta la fecha. El dominio PMEI
(Pfam04043) sodlo esta presente en Isa PME del grupo 2.
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Las PME estan implicadas en la génesis de microsporas, el crecimiento del
polen, la germinacion de semillas, el desarrollo de las raices, el crecimiento de
las hojas, la elongacion del tallo, la maduracion del fruto y la pérdida de la
integridad de los tejidos (Tieman y Handa, 1994; Wen y col ., 1999; Micheli y
col, 2000;. Pilling y col, 2000, 2004; Micheli, 2001; Bosch y col, 2005;. Jiang y
col, 2005;. Bosch y Hepler, 2006; Francis y col, 2006. , Tian y col, 2006). Las
PME estan involucradas, directa e indirectamente, en diversos procesos
fisiologicos asociados con el desarrollo vegetativo y reproductivo de las
plantas. Intervienen en la extension y rigidez de la pared celular (Moustacas y
col., 1991; Al-Qsous y col., 2004), en la separacion celular (Sobry y col., 2005;
Wen y col, 1999), en la germinacion de las semillas (Ren y Kermode, 2000), en
la elongacion de la punta de la raiz (Pilling y col., 2004), en el crecimiento de la
hoja (Hasunuma y col., 2004), en el crecimiento de los entrenudos del tallo
(Saher y col., 2005), en la dehiscencia de los frutos secos y en la maduracion
de la fruta (Ferraandiz, 2002; Brummell y col., 2004; Eriksson y col., 2004;
Arancibia y Motsenbocker, 2006).

3.2 Relacion entre PME y las respuestas frente al estrés bidtico y abiotico en las

plantas:-

Debido a que la pared celular constituye una barrera fisica entre el medio y el
contenido interno de las células vegetales, las modificaciones de la pared
celular se asocian a menudo con las respuestas de defensa vegetal (Vorwerk, y
col. 2004). La actividad de la enzima PME produce, directa o indirectamente,

tres tipos de sustancias involucradas en la defensa de la planta.

En primer lugar, se ha observado la produccion de metanol en las
interacciones planta-herbivoro (Pennuelas., y col. 2005; Von Dahl, y col.
2006). En segundo lugar, la actividad PME origina un aumento de las cargas
negativas en la pared celular (Moustacas y col., 1991), cambia el PH
apoplastico y, potencialmente, la actividad de las proteinas apoplasticas. Las
cargas negativas generadas por la actividad de la PME permiten la union de
cationes y esta situacién puede favorecer o inhibir el crecimiento de las
plantas en funcién de las circunstancias (Pilling y col., 2004). Por ejemplo, el
contenido de aluminio puede ser modulado por la actividad PME (Schmohl,
etal. 2000). De hecho, en este estudio se ha demostrado que la sobre-

expresion de la actividad PME conduce a un aumento en el contenido de
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aluminio en la planta, lo que podria estar relacionado con la reduccion en el

grado de metil-esterificacion de la pectina.
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Figural.21. Modelo de implicacién de las PME en la defensa de las plantas. Después del reconocimiento de
diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico a través de diferntes mecanismos de transduccién de sefial se
inducen varios sistemas de defensa. Tales respuestas implican la inducién de genes de defensa, incluyendo
algunas proteinas PME (de respuesta especifica al estrés) que se transportan a la pared celular donde
desmetilesterifican los homogalaturanos (HGA, aqui pectinas). Los productos de esta reaccién estan directa
o indirectamnte relacionados con respuestas de defensa. El HGA desmetilesterificado, en el que las cargas
negativas estan expuestas, esta implicado en la unién a cationes, que deben, directa o indirectamente,
reforzar la pared celular y promover la fijaciéon de iones metalicos téxicos. El calcio libre que debe ser
liberado por la fijacion de Al estimula la actividad de las PME. Las PME son sensibles al pH y pueden estar
moduladas por alcalinizacién del medio, una de las primeras respuestas de defensa en algunas
interacciones planta-patégeno, o mediante la acidificacion resultante del aumento en los niveles de H30+,
un producto secundario de la actividad de las PME. Otras enzimas de la pared celular que actiian sobre las
pectinas y producen oligogalacturéonidos (OGAs) estan moduladas por la acidificacién del medio, incluyendo
las pectato hidrolasas procedentes de las plantas (endégenas) o de los patogenos (exégenas). Dependeindo
del grado de polimerizacion y/o metilesterificacion los OGAs pueden actuar como elicitores (inductores de
cambios o respuestas fisioldgicas) internos que estimulan las defensas de la planta, incluyendo la inducciéon
de los genes de PME, o como supresores endogenos de las respuestas de defensa. El metanol, el tercer
producto de la actividad de las PME, debe ser una senal volatil en las interacciones planta-herviboro, o
metabolizarse (convertirse) en formato, y por consiguiente estar implicado en la biosintesis o catabolismo de
aminoacidos, purinas, azlGcares y acidos organicos que podrian emplearse en el metabolismo de defensa de
la planta. Las PME podrian tener un papel doble en las interacciones planta-virus, estando implicadas en el
silenciamiento génico inducido en virus y/o en las infecciones sistémicas de virus por unién a proteinas de
movimiento (MP) de virus. Las consecuencias adversas o perjudiciales de las proteinas PME o de los
productos derivados de la actividad de las PME en plantas se han indicado en color azul. Abreviaturas; MP:
Proteinas de Movimiento, PM: Membrana Plasmatica. Esquema procedente de TRENDS in Plant Science.

En tercer lugar, muchos de los compuestos derivados de la pectina participan
en la defensa de las plantas (Vorwerk y col. 2004; Moscatiello y col. 2006). En
la Figura 1.21 se puede encontrar un modelo resumido de la implicacion de
las PME en los mecanismos de defensa de plantas. La mayoria del Al asociado

con la raiz (>80%) se puede encontrar en la pared celular, de acuerdo con las
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estimas realizadas en maiz y trigo (Ma y col. 2004a, Wang y col. 2004). Esta
asociacion es probablemente la responsable de la reduccién de la capacidad de
extension de la pared celular observada en las plantas tratadas con Al (Jones
y col. 2006, Zakir Hossain y col. 2006). La pregunta es si existen diferencias
significativas en la pared celular entre los cultivares tolerantes y sensibles:
construyen sus paredes celulares los cultivares tolerantes de forma diferente a
los cultivares sensibles o las diferencias observadas se deben meramente a la
exclusion de Al La composicion de la pared celular cambia como
consecuencia de la exposicion al aluminio, especialmente en las pectinas
(Eticha y col. 2005, Zakir Hossain y col. 2006, Yang y col. 2008). Este
resultado es significativo ya que la des-esterificacion de las pectinas aumenta
la densidad de las cargas negativas en la pared celular. Un aumento de la
carga neta negativa podria permitir una mayor carga de Al en la pared celular

(Cosgrove 2005).

El aumento de la fraccion esterificada de pectinas se ha correlacionado con el
aumento en las tasas de elongacion celular en Arabidopsis (Derbyshire y col.
2007). Las variedades tolerantes de maiz y trigo muestran altos grados de
metil-esterificacion de las pectinas que producen una menor entrada de Al en
la pared celular (Eticha y col. 2005, Yang y col. 2008). Desafortunadamente,
ambos estudios se han realizado comparando un sola variedad tolerante con
otra sensible. La significacion estadistica de estos estudios es muy baja, pero
los resultados son interesantes ya que son coincidentes en ambas especies.
Ademas, el Al¥* es un potente inhibidor de las expansinas, una familia de
enzimas moviles de la pared celular responsables del crecimiento en repuesta
acida (Cosgrove 2000). El movimiento y expansion de la pared celular
disminuye o se elimina en ausencia de la actividad de las expansinas. Si el Al3*
inactiva las expansinas, esto podria explicar la rapida pérdida del crecimiento
de las raices observado en las raices tratadas con Al. Si existieran isoformas
de expansinas tolerantes al aluminio podrian existir loci de tolerancia muy
poderosos ya que protegerian la elongacion celular en presencia de estrés por

Al.

3.3 Los Genes ALS Que Codifican Proteinas Transportadoras De Tipo ABC:-

Las proteinas transportadoras ABC constituyen una gran familia, en
Arabidopsis hay unos 130 genes que codifican para estas proteinas (Schulz y

Kolukisaoglu 2006). Algunas de estas proteinas de la familia ABC detoxifican



Introduccion

sustancias organicas e inorganicas secuestrandolas en las vacuolas. En
Arabidopsis se han descrito dos mutantes sensibles a Al3+ (alsl y als3) que
poseen mutaciones en los genes que codifican proteinas transportadoras de la
familia ABC (Larsen y col. 2005, Larsen y col. 2007). La funcion de las
proteinas ALS1 y ALS3 es aun desconocida aunque se piensa que pueden

conferir tolerancia movilizando y secuestrando Al3* en la planta.

3.4 Exudacion De Aniones Organicos Por Deficiencia De Fésforo (P):-

Algunas especies exudan aniones organicos por las raices como respuesta a la
falta de fosforo (P) permitiendo a la planta explotar formas poco solubles de P.
Por ejemplo, el citrato aumenta la disponibilidad de P en el suelo reponiendo el
fosfato inorganico a partir de complejos insolubles o desplazandolo a partir de
ligandos de la superficie de los minerales del suelo (Ryan y col. 2001).
Estudios electrofisiologicos realizados en altramuz (Lupinus albus) y
Arabidopsis indican que el eflujo de citrato se lleva a cabo probablemente por
canales anionicos (Roberts 2006). No se sabe si hay proteinas de las familias
ALMT y/o MATE implicadas en el eflujo de aniones organicos producido por la

deficiencia de P.

3.5 Mensajeros Que Se Inducen Por Estrés Con Aluminio:-

Se han descrito genes que responden al estrés por Al comparando los
mensajeros que se expresan en plantas tolerantes y sensibles, en ausencia y
presencia de Al, en especies como trigo (Snowden y Gardner 1993, Richards y
col. 1994, Richards y Gardner 1994, Cruz-Ortega y col. 1997, Hamel y col.
1998), arroz (Yu y col. 1998), tabaco (Ezaki y col. 1995, 1996), Arabidopsis
(Richards y col. 1998) y guisante (Brosché y Strid 1999, Saventrand y col.
2000). También se han generado ESTs en centeno a partir de raices tratadas
con Al y sin tratar para estudiar los cambios en la expresion bajo estrés por Al
(Rodriguéz-Milla y col. 2002). Ademas, se han detectado los genes IMPDH y
PEPC que se expresan exclusivamente en soja tolerante (Ermolayev y col.
2003), los genes TaPSS1 (Delhaize y col. 1999) y VATPaseB (Hamilton y col.
2001) en trigo o el gen WAK1 en Arabidopsis (Sivaguru y col. 2003).
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4- El Centeno

4.1Taxonomia:-

El centeno (Secale cereale L.) pertenece a la Familia Poacea (Gramineae), Sub-
Familia Pooideae, Tribu Triticeaea, Sub-Tribu Triticinae y Género Secale (GRIN

2010, http://www.ars-grin.gov). Por tal motivo, el centeno se encuentra

incluido en la Division Magnoliophyta y en la Clase Liliopsida formando parte,

por tanto, de las Angiospermas y Monocotiledoneas (Figura 1.22).

Flantac
e
e

#
Magnoliophyta

-
-
”
o

Liliopsida
|

Cyperales

FPoaceae

Secale cereale

Figura 1.22. Esquema en el que se indica que el centeno (Secale
cereale) pertenece al género Secale que a su vez se encuadra en la
familia Poacea (Gramineae) que a su vez pertenece a la clase
Liliopsida y division Magnoliophyta.

La Familia Poaceae de las gramineas se subdivide en mas de 40 tribus
formando una de las familias mas grandes con 610 géneros y 10.000 especies.
Los miembros de esta familia son muy abundantes en todas las regiones
climaticas del planeta. El arroz, el trigo, el mijo y el centeno forman parte de
la dieta diaria de millones de personas. Otros cereales como el maiz y la
cebada se emplean de forma intensiva en la produccién animal. Las semillas
de los cereales son la materia prima para una gran cantidad de productos de
fermentacion y destilacion alcohodlica como la cerveza y el whisky,
respectivamente. El mijo es un recurso muy valioso para obtener aceite, la
cafia de azucar tiene una gran importancia en el comercio internacional y, otros
miembros de la Familia Poaceae como el bambu se utilizan ampliamente como

material de construccion.

Triticeae, es el nombre cientifico de la Tribu de las gramineas que incluye al

centeno, trigo (Triticum aestivum, Triticum durum y especies diploides del
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género Triticum), la cebada (Hordeum vulgare), el triticale (xTriticosecale
Witmack) y cerca de otras 350 especies, incluyendo especies afines de los
géneros Aegilops, Agropyron, Haynaldia 'y Elymus (Barkworth y Bothner 2009).
La taxonomia y la nomenclatura en la Tribu Triticeae han sufrido en los
ultimos anos grandes modificaciones de manera que no se ha llegado a un

consenso general relativo al nimero de géneros que incluye.

Diferentes analisis filogenéticos han confirmado la monofilia en la Tribu
Triticeae y del Género Secale (Petersen y col. 2004). E1 Género Secale, a pesar
de ser pequeno, tiene un peso relevante en la Tribu Triticeae (Akhavan y col.
2009).

El Género Secale incluye especies perennes y anuales, con autofecundacion
(autocompatibles), con polinizacion cruzada (autoimcompatibles) y especies
salvajes y cultivadas (Vences y col. 1987). La mayoria de los taxones son
alogamos, es decir, autoimcompatibles y se reproducen mediante polinizacion
cruzada (Chikmawati y col. 2005). Por tal motivo, las mayoria de los taxones
de centeno estan constituidos por individuos con genotipos muy variables y es
dificil conseguir y mantener cultivares genéticamente puros constituidos por

individuos homocigoticos idénticos (Bushuk 2001).

La taxonomia del Género Secale atin sigue sin estar clara, a pesar de la gran
cantidad de estudios realizados, existiendo una gran controversia a lo largo de
los anos. Dependiendo del criterio utilizado se han reconocido desde tres a 14

especies dentro del Género Secale GRIN 2010, http://www.ars-grin.gov).

Los primeros estudios sobre la sistematica del Género Secale se efectuaron por
Vavilov (1917, 1926) basandose en las caracteristicas morfologicas, ciclo de
vida y en la distribucion geografica. Vavilov identificO cuatro especies:

S.africanum Stapf., S.cereale L., S.fragile Marsch. y S.montanum Guss.

Poco tiempo después, Zhukovsky (1928) propuso tres subespecies para la
especie S.cereale L. la subespecie cereale Zhuk. para el centeno cultivado y las
subespecies segetale y acentrale Zuk. para los centenos silvestres. En 1933, la
subespecie S.ancestrale fue considerada, por el mismo autor, una nueva

especie (Zhukovsky 1933).

Roshevitz (1947) basandose en la viabilidad de los cruzamientos entre las
especies propuso 14 especies y las clasifico en tres series principales: Cerealia,

Kuprijanovia y Silvestria. La primera serie incluia el centeno cultivado (S.
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cereale L.) y todas las formas silvestres anuales relacionadas (S. afganicum
Vav., S. ancestrale, S. dighoricum Vav., S. segetale y S. vavilovii Grossh.). Todos
los miembros de esta serie tenian tres cromosomas con translocaciones. La
segunda serie (Kuprijanovia) englobaba todas las especies perennes
(S.africanum, S.anatolicum Boiss., S.ciliatoglume Bpoiss., S.dalmaticum Vis.,
S.daralagesi Thum., S.kuprijanovii Grossh y S.montanum). La ultima serie
contenia solamente una especie anual S.sylvestre Host. (sinonimo de S.fragile

Marsch.).

Khush y Stebbins (1961) mediante estudios citogenéticos demostraron que los
cromosomas de S.cereale diferian de los de S.sylvestre por tres translocaciones
reciprocas, estando dos de estas translocaciones presentes también entre
S.montanum y S.cereale. Sin embargo, S.montanum y S.sylvestre diferian
solamente en una pequena translocacion (Figura 1.23). Por tanto, desde el
punto de vista citogenético, los miembros de la serie Cerealia Rosh. estaban
mas proximos a los miembros de la serie Kuprijanovia Rosh., existiendo una

relacion proxima entre estos ultimos y S.sylvestre.

v - S. cereale
R,+C
N
N
e
N
S. vavilovii c6

Figural.23. Resumen de las translocaciones que diferencian a las
distintas especies del género Secale. Se indican las
configuraciones meidticas observadas en los hibridos entre las
especies indicadas. C4: cadena de cuatro cromosomas
(cuadrivalente), C6: cadena de seis cromosomas (hexavalente), C8
: cadena de ocho cromosomas (octovalente), R4: anillo de cuatro
cromosomas (cuadrivalente), R6: anillo de seis cromosomas
(hexavalente). Khush y Stebbins (1961).

Basandose en estos resultados, Khush (1962) propuso que los centenos
perennes, S.africanum, S.kuprijanovii y S.montanum fuesen considerados de la
misma especie, por el hecho de no haber encontrado un apoyo citogenético

para diferenciarlas, pero que fuesen consideradas como subespecies de
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S.montanum. Ademas, también propuso que las especies silvestres anuales
relacionadas con S.cereale (S.afganicum, S.ancestrale, S.dighoricum 'y
S.segetale) fuesen consideradas como subespecies de S.cereale, tal como
constaté Zhukovsky (1928). Seguan Khush (1962) estas formas cruzan
facilmente con el centeno cultivado, los hibridos son vigorosos tienen meiosis

normales y la fertilidad del polen es tan elevada como la de los parentales.

Un ano mas tarde, Khush (1963) reconocié cinco especies divididas en dos
secciones basandose en la viabilidad de los cruzamientos, la morfologia y
apareamiento de los cromosomas. En la primera seccion incluyo al centeno
anual S.sylvestre y, en la segunda seccion, a las restantes especies que eran

fértiles entre ellas, S.africanum, S.cereale, S.montanumy S.vavilovii.

Mediante aproximaciones quimio taxonomicas, Dedio y col. (1969) indicaron
que S.sylvestre estaria mas proximo a la serie Cerealia Rosh., contrariando a
Roshevitz (1947) y a Khush y Stebbins (1961) que indicaron que los miembros
de la serie Cerealia Rosh. eran mas similares a los de la serie Kuprijanovia

Rosh. que al S.sylvestre de la serie Silvestria.

Posteriormente, Zohary (1971) dividi6 el Género Secale en dos grupos,
Montanum y Cerealia, separando los centenos perennes de los anuales con
formas salvajes y cultivadas. Zohary junt6 la especie S.sylvestre con la serie

Cerealia Rosh. apoyando la propuesta de Dedio y col. (1969).

Stutz (1972) apoyandose en estudios citologicos, ecologicos y morfologicos
considero la existencia de 4 a 12 especies, dependiendo del criterio utilizado
para definir las especies, y las clasifico en dos grupos principales, anuales y
perennes. Stutz (1972) agrupo otra vez, los miembros de la serie Cerealia

Rosh. con la especie S.sylvestre.

Sencer (1975) reconocié tres especies biologicas dentro del género Secale:
S.cereale, S.montanum y S.sylvestre. La primera especie, incluia los centenos
anuales cultivados y silvestres, la segunda, abarcaba todos los centenos
perennes silvestres con elevada semejanza morfologica y afinidad citogenética
y, la tercera, comprendia una especie anual silvestre, S.sylvestre, que se
encuentra geograficamente, ecolégicamente y reproductivamente aislada de

S.montanum.

Vences y col. (1987) no encontraron una diferencia clara entre S.cereale y

S.montanum empleando isoenzimas. Ademas, Vences y colaboradores
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encontraron que S.sylvestre se diferenciaba de S.vavilovii y ambos se
distinguian de las dos especies aléogamas. Mas tarde, Hammer (1990)
apoyandose en los datos de Vences y col. (1987) dividio el Género en cuatro
especies: las especies anuales y autogamas S.sylvestrey S. vavilovii, la especie
alogama anual S.cereale y la especie perenne S.strictum Presl. (sinénimo de

S.montanum Guss.).

Reddy y col. (1990) analizaron la variacion en longitud de los espaciadores de
ADN ribosomico (ADNr) y demostraron que el centeno anual S.sylvestre estaba
aislado en lo referente a sus relaciones con los otros taxones, es decir, que
mostro ser realmente distinto. El centeno cultivado mostr6é ser similar a los
centenos silvestres anuales y perennes, demostrando que es dificil separar a
S.cereale de S.strictum. Por Tanto, la separacion de S.sylvestre es consistente

con la clasificacion propuesta para el género Secale por Khush (1963).

Frederiksen y Petersen (1998) consideraron tres especies (S.cereale, S.strictum
y S.sylvestre) en una revision taxonomica del genero Secale y cinco
subespecies (S.cereale subps. cereale y subps. ancestrale y S.strictum subps.

strictum y subps. africanum).

Mas recientemente, Chikmawati y col. (2005) mediante AFLPs (polimorfismos
para longitudes de fragmentos amplificados) obtuvieron resultados que apoyan
el agrupamiento realizado por Stutz (1972) y que son consistentes con las
consideraciones efectuadas por Frederiksen y Petersen (1998) (ver Figura

1.24).

De acuerdo con el sistema de taxonomia adoptado por la “American
Germplasm Resources Information Network” (GRIN 2010, http://www.ars-
grin.gov), se reconocen actualmente en el género Secale cuatro especies: la
especie  aléogama anual S.cereale L., los centenos anuales autogamos
S.sylvestre Host. (sinonima de S.fragile Marsch.) y S.vavilovii Grossh.
(sinonima de S.iranicum Kobyl.) y la especie perenne alégama S.strictum Presl.
(sinénima de S.montanum Guss.). Existen ocho subespecies de S.cereale:
subps. afghanicum (Vavilov) K.Hammer, subps. ancestrale Zhuk., subps.
cereale (el unico centeno cultivado), subps. dighoricum Vavilov, sbps. rigidum
Vavilov & Antropov (sinénima de S.turkestanikum Bensin), subps. segetale
Zhuk., subps. tetraploidium Kobyl y subps. tsitsinii Kobyl. La especie S.
strictum tiene cinco subespecies: subps. africanum (Stapf.) K. Hammer (que al

contrario de los miembros de este grupo es autéogama), subps. anatolicum
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(Boiss) K. Hammer, subps. cilicatoglume (Boiss.) K. Hammer, subps.
kuprijanovii (Grosh.) K. Hammer y subps. strictum (sinénima de S. montanum

Guss.).
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Figural.24. Dendrograma obtenido con datos de AFLPs en
diferentes especies del género Secale. Para obtenerlo se ha
empleado la distancia genética de Nei-Li y el método UPGMA de
agrupamiento. Los ntiimeros indicados en las ramificaciones son
los valores de “bootstrap”. Publicado por Chikmawati y col. 2005.
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Las diferentes clasificaciones que se han realizado dentro del género Secale a
lo largo de los ultimos anos son el resultado de la diversidad de técnicas y
meétodos utilizados en los analisis filogenéticos. Al principio se emplearon
marcadores morfologicos, ecologicos y citogenéticos (por ejemplo Vavilov 1926,
Roshevitz 1947 y Stutz 1972). Posteriormente, Dedio y col. (1969) utilizaron
cromatografia. En los ultimos anos las relaciones filogenéticas dentro de la
misma especie y entre especies diferentes se han analizado mediante
marcadores bioquimicos, como las isoenzimas (Matos y col. 2001) y
marcadores genéticos como los ISSR (Inter-microsatélites) (Matos y col. 2001),
RAPDs (Del Pozo y col. 1995, Matos y col. 2001, Persson y col. 2001, Ma y col.
2004), los RFLPs (Petersen y Doebley 1993, Loarce y col. 1996), los
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microsatélites (SSRs) (Shang y col. 2006, Akhavan y col. 2009) y los AFLPs
(Chikmawati y col. 2005). Ademas, también se han estudiado los espaciadores
de ADNr (Reddy y col. 1990), las secuencias ITS (espaciadores internos
transcritos) (De Bustos y Jouve, 2002) y la presencia y distribucion de

diferentes secuencias de ADN repetido (Cuadrado y Jouve, 2002).

4.2 Origen Del Centeno Cultivado:-

Las variedades de centeno cultivadas se originaron a partir de formas salvajes
que fueron transportadas junto con trigo y cebada, como contaminantes,
hacia las regiones de altitudes elevadas del Norte. Las condiciones mas
rigurosas de estas regiones nortenas, mas favorables al centeno que al trigo y
la cebada, permitieron que el centeno salvaje fuera favorecido y que se
constituyera como cultivo principal e independiente (Pinto-Carnide 1990). Los
centenos contaminantes del Sudoeste Asiatico y de Asia Central serian, segin

esta hipoétesis, los progenitores del centeno cultivado.

El origen exacto del cultivo de centeno es desconocido. Sin embargo, se sabe
qué hace 6.000 anos el centeno era cultivado en varias localidades de Turquia,
del noroeste de Iran y en Armenia (Evans 1995, citado por Hancock y col
2004). Por el hecho de no haberse encontrado vestigios de S. cereale en
materiales arqueologicos antiguos, se considera que su origen es relativamente

reciente, de la Edad del Bronce (Cuadrado y Jouve 2002).

El centeno se introdujo en Europa, probablemente, entre 2.000 y 2.500 anos
antes de Cristo por dos vias; a través del Norte del Caucaso y a través de Asia

Central (Khush 1962).

Las especies del género Secale que se han sugerido como antecesor inmediato
de S. cereale han sido muchas y en diferentes momentos. Como hemos visto
los estudios taxonomicos utilizando diferentes tipos de abordajes, marcadores
y técnicas han originado distintas hipodtesis sobre la filogenia del género
Secale. Vavilov (1926) y Roshevitz (1947) consideraron que S.vavilovii
evolucion6 a partir de S.montanum que era el antecesor de S.cereale.
Zukhovsky (1933) sugirio que S.cerale derivo de S. ancestrale y que este y
S.montanum divergieron del ancestro comun. Dedio y col. (1969) apuntaron
que S.sylvestre era el antecesor del centeno cultivado. Khusk y Stebbins
(1961) y Zohary (1971) concluyeron que S.cereale derivo directamente de

S.montanum. Segin Khush (1962) S.sylvestre se diferenciéo de S.montanum
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mucho mas de lo que lo hicieron las otras especies y S.cereale subps. segetale
seria el antecesor inmediato de los centenos cultivados. Stutz presento
evidencias de que S.cereale no podia haber derivado directamente de
S.montanum sugiriendo que se habia originado por introgresion de S.
montanum en S. vavilovii. Este a su vez habria derivado de S.sylvestre que

habria evolucionado a partir de S.montanum o de un ancestral comun.

Mas recientemente, Vences y col. (1987) volvieron a proponer a S.montanum
como antecesor directo de las otras especies. Sin embargo, la mayoria de los
estudios con marcadores moleculares indican que S.sylvestre es la especie
mas antigua (Reddy y col. 1990, Del Pozo y col. 1995, Shang y col. 2006).
Bustos y Jouve (2002) sugieren que S.sylvestre surgioé probablemente a partir
de especies antiguas como S.montanum, apareciendo después S.africanum que
evoluciono en un habitat diferente y que, por otro lado, S.vavilovii y S.cereale
se diferenciaron de S.montanum produciendo formas que actualmente

evolucionan de forma independiente.

En general, S.montanum es la especie que ha obtenido un mayor consenso por
los distintos investigadores como antecesor de S.cereale y de las restantes

especies.

4.3 Morfologia Y Citologia:-

El centeno muestra un elevado nivel de variabilidad morfolégica que ha sido la
causante de las diferentes clasificaciones taxonoémicas realizadas a lo largo de
los anos (Akhavan y col. 2009). Como ya hemos indicado, el género Secale
incluye centenos perennes, como S.montanum (con sus subespecies) Yy,
centenos anuales como S.cereale (con sus subespecies), S. vavilovii y S.

sylvestre.
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Figural.25. Centeno (Secale cereale L.).1

Las plantas jovenes de centeno son semejantes a las de trigo, exceptuando sus
auriculas que son mas pequenas, estrechas y sin vellosidades (Langer y Hill
1991). La vaina y el limbo de la parte inferior de las hojas tienen un poco de
vellosidad y, a veces, se observa una fina capa de cera, especialmente con el
paso de los anos (Chikmawati y col. 2006). Las plantas tienen multiples
hijuelos o tallos largos, erguidos y rigidos, al final de cada tallo suele aparecer
una sola espiga (Langer y Hill 1991). En la (Figura 1.25) se puede ver un

dibujo de las espigas, semillas y tallos de las plantas de centeno.

Cada espiguilla esta constituida por un par de glumas puntiagudas y bastante
estrechas y, generalmente, por tres flores. Dos flores son hermafroditas y la
tercera es estéril y no se desarrolla (Langer y Hill 1991, Chikmawati y col.
20006). Las flores fértiles tienen un lema en forma de quilla que finaliza en una
arista fuerte y una pequena palea en forma de barco (Langer y Hill 1991). La
especie S.sylvestre se distingue morfologicamente de las otras especies por
tener aristas mucho mayores y granos de polen esféricos, mientras que las

otras especies los tienen ovoides (Frederiksen y Petersen 1997).

Debido a que la mayoria de los centenos son alégamos, las anteras son
bastante largas (5-14 mm) (Chikmawati y col. 2006). El rendimiento estimado
a través del nimero de semillas que producen las plantas depende entre otros

factores de que tenga lugar una polinizacion efectiva a través del viento

1 Parte izquierda de: (a).- Prof. Dr. Otto Wilhelm Thomé. Flora von Deutschland Osterreich und
der Schweiz.1885. Alemania.
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(Zohary y Hopf 2000). El estigma de centeno permanece receptivo después de
haber sido funcional durante un lapso de tiempo, teniendo lugar después la
polinizacion cruzada, caracteristica que los distingue de las especies

autogamas (Langer y Hill 1991).

Cuando el cariopside se hincha fuerza al lema y la palea a separarse y
entonces se hace visible desde el exterior. Cuando el cariépside (grano) esta
maduro, se parece al grano de trigo, excepto por ser mas delgado, alargado y

por tener una cresta dorsal distinta (Langer y Hill 1991).

La mayoria de los centenos se siembran en otofio y generalmente se les
denomina “centenos de invierno”. Debido a sus adaptaciones a condiciones de
invierno frio y riguroso el centeno puede crecer con éxito en areas en las que el
clima es demasiado severo para la cebada y el trigo. Ma y col. (2004)
consiguieron distinguir los “centenos de invierno” de los “centenos de

primavera” mediante marcadores moleculares.

Todos los taxones del género Secale son diploides con 14 cromosomas
(2n=2x=14) (Pinto-Carnide 1990, Bushuk 2001, Cuadrado y Jouve 2002) y se
pueden cruzar entre si para producir hibridos parcialmente fértiles (Cuadrado
y Jouve 2002). A su genoma se le designa por la letra R, procedente de la letra
inicial de centeno en inglés (“rye”) (Wang y col. 1996). Sin embargo, se conocen
algunos cultivares tetraploides de centeno cultivado (S.cereale L.) (Chikmawati
y col. 2006) que han sido producidos artificialmente (2n=4x=28) (Pinto-Carnide
1990, Bushuk 2001).

La morfologia de los siete cromosomas esta muy conservada a los largo del
género (con la excepcion del complejo S.strictum): tres cromosomas
metacéntricos (2R, 3Ry 7R), tres cromosomas submetacéntricos (4R, SR y 6R)
y un par cromosomico con satélite, el 1R (Cuadrado y Jouve 2002). El género
Secale, excepto la especie S.sylvestre, se caracteriza por tener cromosomas
con grandes bloques heterocromaticos teloméricos y un elevado numero de
bandas finas intersticiales (Chikmawati y col. 2006). La especie S.sylvestre
ademas se distingue de las demas por tener una cantidad muy inferior de
secuencias de ADN repetidas al igual que la especie anual autogama
S.vavilovii (Cuadrado y Jouve 1997). Ademas, en el género Secale se han
descrito mediante analisis citogenéticos tres translocaciones diferentes que
implican a distintos brazos cromosémicos y que distinguen los cariotipos de

algunos taxones (Khush y Stebbins 1961, Khusk 1962). Estas reordenaciones
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cromosomicas estructurales se cree que han jugado un papel importante en la

evolucion y especiacion del género (Stutz 1972).
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Figural.26. Distribucién mundial del género Secale. Como puede verse tiene una
amplia distribucion desde Europa Central al Mediterraneo Occidental. También se
encuentra en América del Norte y en América del Sur. En Africa del Sur hay una
poblacion aislada. (Sencer y Hawkes 1980).

4.4 Distribucion Geografica Del Centeno:-

El género Secale es un representante tipico de la flora Mediterranea. Posee
una amplia distribucion desde Europa Central al Mediterraneo Occidental a
través de los Balcanes, Anatolia, Israel y Caucaso hasta Asia Central, con una

poblacién aislada en Africa del Sur (Sencer y Hawkes 1980) (Figura 1.26).

El centeno cultivado (S.cereale) y los centenos anuales relacionados se
encuentran generalmente en los espacios abiertos y en campos de cereales del
Sudoeste y Centro Asiaticos (De Bustos y Jouve 2002). S.vavilovii crece como
contaminante en suelos arenosos junto al rio Aras, en las laderas mas bajas
de las montanas y en los campos cultivados de Armenia y Turquia Oriental

(De Bustos y Jouve 2002, Chikmawati y col. 2006).

La distribucion de S.sylvestre abarca un area que incluye Europa del Este, el
Caucaso y Asia Central en suelos arenosos, dunas y cerca del mar
(Chikmawati el al. 2006). A su vez, S.montanum y las especies perennes
relacionadas se encuentran bien adaptadas a zonas secas, rocosas y
pedregosas (de ahi procede el nombre de “centeno de montana”) (Oram 1996).

Se trata de un grupo complejo que incluye especies aisladas geograficamente y
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distintas, como el caso de las subsp. africanum que es endémica del Sudoeste
Asiatico (Cuadrado y Jouve 2002). En general, este grupo se encuentra
ampliamente distribuido en la Europa Mediterranea y en Asia Oriental (De

Bustos y Jouve 2002).

4.5 Importancia Econdémica:-

El centeno, S.cereale L., es un cultivo importante, especialmente en zonas del
Norte de Europa y de Oriente con suelos pobres e inviernos rigurosos. El
centeno posee caracteristicas fisiologicas muy ventajosas: la eficiencia de
nutrientes, la tolerancia al estrés hidrico, soportando la sequia y siendo capaz
de crecer en suelos arenosos de baja fertilidad y tolerancia a suelos acidos
(Zohary y Hopf 2000, Bolibok y col. 2005, Chikmawati y col. 2005, Akhavan y
col. 2009). El centeno posee un buen rendimiento en areas en las que ningin
otro cultivo crece, es decir, en areas que no son adecuadas para el cultivo de

otros cereales (Bushuk 2001).

El centeno tiene otras caracteristicas como, un elevado contenido proteico y
resistencia a enfermedades (infecciones de virus y bacterias). Aunque con
menos frecuencia que al trigo, al centeno también le atacan los céfidos
(Cephus pygmaeus y Trachelus tabidus). Pocas veces lo hace el Mayetiola
destructor. En cambio, si puede ser afectado por los nematodos. La roya del
tallo (P.graminis secalis) y la roya de la hoja (P.recéndita) atacan al centeno. La
roya amarilla (P.Striiformis) es moderadamente patogénica para el centeno. El
cornezuelo (Claviceps purpurea) es producido por un ascomiceto que ataca al
centeno, pero no es especifico de €él, pues puede encontrarse en gramineas
pratenses y, aunque en raras ocasiones, en el trigo, cebada y arroz. En las
espigas se desarrollan una especie de cuernecillos de 1 a 6 cm de largoy 2 6 3
mm de grueso, que son el esclerocio del hongo que sirve para perpetuarlo.
Este cornezuelo sustituye uno o varios granos de centeno. El problema del
cornezuelo es que contiene alcaloides que son toxicos para el hombre. Estos
alcaloides son utilizados en farmacia. La enfermedad producida por los
alcaloides del cornezuelo del centeno es conocida como ergotismo. Los medios
de lucha que se utilizan contra el cornezuelo son: alzar el rastrojo con labor

profunda y cribar el centeno.

Ademas, el centeno posee caracteristicas bioquimicas y morfologicas que le
confieren un valor anadido para su introduccion en los programas de mejora

de trigo (Triticum spp. L.) a través de la obtencion de triticales (xTriticosecale
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Wittmack) y en la mejora de otros cultivos relacionados (Ma y col. 2004,
Chikmawati y col. 2005). Su facilidad de cruzamiento y las caracteristicas
fisiologicas ventajosas han convertido al centeno (S.cereale) en un recurso muy
valioso para detectar nuevos genes utiles en los programas de mejora que

empleen el germoplasma de centeno de forma eficiente (Akhavan y col. 2009).

El centeno es ademas, un cultivo muy versatil. Su harina se emplea en la
fabricacion de pan para producir “pan negro de centeno” (debido a que su
miga es mas oscura) o se mezcla con harina de trigo para obtener un “pan
mixto trigo-centeno” (Bushuk 2001). El “pan negro de centeno” forma parte de
la dieta basica de millones de personas en la Europa del Este y Central
(Langer y Hill 1991). El sabor caracteristico del pan de centeno es muy
apreciado por muchos consumidores. En la elaboracion de productos
especiales como el “pan liso” y los “bizcochos de centeno” se utilizan pequenas
cantidades de centeno (Bushuk 2001). La produccion de centeno, en cualquier
caso es inferior a la de trigo a pesar de tener una harina de menor calidad

(Matos 2006).

Las semillas de centeno se emplean mucho en la alimentacion del ganado.
Ademas, también se utilizan en la produccion de bebidas alcohélicas. El
Whisky Canadiense y el Bourbon se obtienen empleando cantidades

importantes de centeno (Langer y Hill 1991, Bushuk 2001).

Como planta verde puede empelarse para forraje y como abono verde en la
rotacion de cultivos. La paja de centeno es fibrosa y muy resistente, por este
motivo no se emplea mucho en la alimentacion de los animales pero si para
sus camas (Bushuk 2001). También pueden emplearse en pequenas

cantidades en la fabricacion de papel (Langer y Hill 1991, Bushuk 2001).

El centeno se produce para consumirse como pan, principalmente, en Europa
del Este. Actualmente, los principales productores son Rusia, Polonia,
Alemania, Bielorrusia, Ucrania, China, Espana, Turquia y Canada (FAO 2009)
(Figura 2). La produccion mundial de centeno ha sufrido un descenso
acentuado en los ultimos 20 anos (32.511.687 Mt en 1987, 25.333.011 Mt en
1997, 14.741.248 Mt en 2007) (Figura 1.27, datos de la FAO 2009). En el ano
2007, segun la FAO, se produjo un ligero aumento de la produccion con

respecto al ano anterior (12.611.193 Mt en 2000).
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Figural.27.Datos de la FAO de la produccién mundial centeno por paises en 2009.
Los principales productores en 2009 eran Rusia, Polonia, Alemania, Bielorrusia,
Ucrania, China, Espafa, Turquia y Canada.

La superficie cultivada con centeno y la producciéon de este cereal se han ido
reduciendo en los ultimos afos de una forma notable en Espana (Tabla 1.4,
anuario estadistico, Mapa 1997). En el ano 2009, segun la FAO, la produccion
de centeno en Espana fue de 180.800 Mt.

ANO | e deha | Milesdetm
1975 227.5 240.5
1980 217.0 283.9
1985 211.3 272.8
1990 202.2 267.3
1991 186.7 236.9
1992 179.5 222.3
1993 174.9 333.2
1994 153.9 206.7
1995 165.2 173.1
1996 167.1 295.7
1997 152.2 225.0

Tablal.4. Anuario estadistico (mapa de
1997). Reduccion de la superficie de
cultivo y de la producciéon de centeno en
Espana desde 1975 hasta 1997.
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Los datos mas recientes sobre el cultivo de centeno (Secale cereale) en
diferentes zonas de Espana indican que la zona de mayor produccion es la
zona centro (Castilla-Leon junto con Castilla-La Mancha, 186.1 tm), la zona
Noroeste (Galicia, Asturias y Cantabria, 195 tm), la zona Noreste (Cataluna y
region Valenciana, 65 tm), comunidad de Madrid (29 tm) y Andalucia (7 tm).
El cultivo de centeno ademas tiene una importancia bastante grande en el
norte de Portugal (Tras-os-Montes) comparado con las otras regiones de

Portugal.

4.6 Centeno Y Salud:-

El centeno es una excelente materia prima para la elaboracion de alimentos
saludables y nutritivos con un gran contenido en fibras (Zielinski y col. 2007).
Las fibras solubles, que ayudan a reducir el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares permitiendo una disminucion en los niveles de colesterol LDL
en sangre, representan un 17% de las fibras que se encuentran en los
alimentos elaborados con semillas de centeno, por ejemplo panes integrales
(Rakowska 1996). Ademas, la ingestion de alimentos integrales también esta
asociada a una disminucion del riesgo de padecer otras enfermedades
cronicas como la diabetes y la obesidad, e incluso reducen el riesgo de padecer

cancer (Bondia-Pons y col. 2009).

Ademas de las fibras alimentarias también contribuyen de forma beneficiosa
para la salud la presencia de varias vitaminas y minerales (Bondia-Pons y col.
2009). Las semillas de centeno tienen bastantes vitaminas y minerales
importantes, como la vitamina B, la vitamina E, calcio, magnesio, fésforo,
potasio, hierro, zinc, y folato (Rakowska 1996). Por esta causa, los productos
elaborados con semillas de centeno tienen un gran potencial beneficioso para
la salud humana (Bondia-Pons y col. 2009). El ingesta de centeno y de
alimentos integrales ha aumentado su popularidad entre los consumidores
debido a que existe una relacion directa entre la dieta y el bienestar, debido a
que los nutricionistas recomiendan un aumento en el consumo de los
productos integrales y de las fibras alimentarias y a que los consumidores se

preocupan cada vez mas por su salud (Zielinski y col. 2007).

4.7. Relacién Entre El Genoma De Centeno Y Los Genomas De Otras Especies De

Poaceas:-

Mediante estudios citogenéticos (apareamiento cromosémico y técnicas de

bandeo cromosémico) y gracias al analisis de una gran cantidad de
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marcadores moleculares que han permitido construir mapas genéticos
detallados y compararlos en distintas especies de cereales, se ha sugerido que
los cereales actuales derivan de un genoma ancestral basico. Estos trabajos
han desvelado la existencia de amplias regiones cromosomicas, con
informacion para los mismos genes y en el mismo orden, que se han
mantenido a lo largo de la evoluciéon en los cereales. Es decir, han puesto de
manifiesto la existencia de un elevado grado de sintenia entre las diferentes
especies de cereales. Igualmente, la comparacion de las secuencias de
nucledtidos para genes equivalentes entre las distintas especies de Poaceas ha
revelado la existencia de un elevado grado de homologia. Por tanto, gracias a
este tipo de estudios, si conocemos la secuencia de un gen en una especie,
podemos aislar sin demasiadas dificultades la secuencia del gen equivalente
en otra especie de esta familia. I[gualmente, si sabemos en qué cromosoma y
en qué region del mismo se encuentra un determinado gen, podemos predecir
con un grado de fiabilidad bastante alto, el cromosoma y la region en la que se

encontrara en otra especie de la familia de las Poaceas.

Como ya hemos mencionado anteriormente, en la evolucion del género Secale
las translocaciones han jugado un papel importante. Las translocaciones
también han tenido un papel en la evolucion de las Triticineas. Por esta causa,
el genoma de centeno se diferencia del genoma de trigo por varios

reordenamientos (Naranjo y col. 1987, Devos y col. 1993). (Figura 1.28).

Como se puede observar en la Figura 1.28, el cromosoma 1R de centeno es el
mas conservado, siendo equivalente a los cromosomas del grupo de
homeologia 1 de trigo. La mayor parte de cromosoma 2R equivale al grupo de
homeologia 2 de trigo, excepto el extremo del brazo corto del cromosoma 2R
que es parcialmente homedlogo a los brazos cortos de los cromosomas de los
grupos 6 y 7 de trigo. E1 cromosoma 3R en su mayoria es homeologo de los
cromosomas del grupo 3 de trigo, exceptuando el segmento distal del brazo
largo del cromosoma 3R que es homeologo de parte de los brazos largos de los
cromosomas del grupo de homeologia 6 de trigo. El cromosoma 4R esta menos
conservado que los anteriores con respecto a trigo, el brazo corto, 4RS, es
equivalente a los brazos cortos del grupo de homeologia 4 de trigo. Sin
embargo, el brazo largo (4RL) en su mayoria equivale a los brazos cortos de los
cromosomas del grupo 7 de trigo y el extremo distal es homeodlogo de parte de

los brazos cortos de los cromosomas del grupo 6 de trigo.
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Figural.28.Relaciones de sintenia entre los cromosomas de
trigo hexaploide (Triticum aestivum) y de centeno (Secale
cereale). Se han representado los cromosomas de centeno (1R,
2R, 3R, 4R, SR, 6R y 7R) y en su interior las regiones
equivalentes de trigo. Procedente de los trabajos de Naranjo y
col. (1987) y de Devos y col. (1993).

El cromosoma SR en su mayoria equivale a los cromosomas del grupo de
homeologia 5 de trigo, excepto el extremo distal del brazo largo que es
homeodlogo de parte de los brazos largos de los cromosomas del grupo 4 de
trigo. Los cromosomas 6R y 7R estan menos conservados. El brazo corto y
parte del largo del cromosoma 6R son equivalentes a los cromosomas del
grupo de homeologia 6 de trigo. Una buena parte del brazo largo del
cromosoma 6R equivale a los brazos largos de los cromosomas de los grupos
de homeologia 3 y 7 de trigo. Por ultimo, la primera mitad del brazo 7RS es
homeoéloga de los brazos largos de los cromosomas del grupo de homeologia 4
de trigo. El extremo distal del brazo 7RS es equivalente a los brazos largos de
los cromosomas del grupo 5 de trigo. La primera mitad del brazo 7RL es
homeodloga de los brazos largos de los cromosomas del grupo 7 de trigo y el
extremo distal del 7RL es equivalente a parte de los brazos cortos de los
cromosomas del grupo de homeologia 2 de trigo. También se conocen las
relaciones de sintenia entre los cromosomas de trigo hexaploide con 2n=42
(tres genomios diferentes A, By D; cada genomio con 7 cromosomas distintos)
y de arroz con 2n = 24 (12 pares de cromosomas diferentes) (Figura 1.29,
Sorrells y col. 2006), entre los cromosomas de trigo y Brachypodium
distachyon (Figura 30, especie modelo para las Triticineas, totalmente
secuenciada) (International Brachypodium Intiative, Nature), entre los de

sorgo y arroz (Figura 1.30) y entre los de cebada y Aegilops tauchii. La especie
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modelo B. distachyon tiene, ademas de las ventajas que poseen las especies

modelo, la de estar estrechamente relacionada filogenéticamente con trigo

centeno y cebada, ya que se encuentra mas cerca de estas especies de lo que

lo esta arroz (Figura 1.31), especie que también esta totalmente secuenciada.
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Figural.29. Relaciones de sintenia entre los cromosomas
de trigo (del 1 al 7) y los de arroz (1 al 12). Se han
representado los cromosomas de trigo y en su interior se

indican las regiones con equivalencia en arroz. Sorrells y
col. (2006).
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Figural.30. Relaciones de sintenia entre los cromosomas de Brachypodium
distachyion y trigo (izquierda), entre cebada, Brachypodium y Aegilops tauschii (centro)
y entre arroz, Brachypodium y sorgo (derecha). Procedente de International
Brachypodium Intiative, Nature.
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Figural.31. Relaciones filogenéticas entre Sorgo
(Sorghum), trigo, Brachypodium, y arroz. Datos
procedentes de International Brachypodium Intiative,
Nature.

El tamano del genoma de centeno (7.917 Mbps, Tabla 1.5) es el mas grande

dentro de los cereales de clima templado, es un 40% mayor que el genoma del

trigo que se utiliza para fabricar pan (Triticum aestivum L.). Esta diferencia se

debe a la presencia de una gran cantidad de secuencias altamente repetidas.

Flavell y col. (1974) estimaron que el contenido de ADN repetido de centeno

era un 92%. A pesar de los avances en la tecnologia, la secuenciacion del

genoma de centeno sigue siendo una tarea muy dificil y costosa. Por ejemplo,

el brazo corto del cromosoma 1R representa el 5,6% del genoma del centeno y

tiene un tamano de 441 Mbps, por tanto el brazo 1RS es comparable en

tamano al genoma del arroz.

Especie
Centeno
Trigo duro
Trigo blando

Cebada

2n= 6X
2n= 2x

Numero de cromosomas Tamaiio del genoma 1C  Tamafio del genoma 1Cx

2n= 2x = 14(RR) 7,917 Mpb 7,917 Mpb
2n= 4x = 28 (AABB) 12,030 Mpb 6,015 Mpb
= 42 (AABBDD) 16,937 Mpb 5,646 Mpb
= 14 (HH) 5,100 Mpb 5,100 Mpb

Referencia

[ Dolezel y col 1998]
[ Bennett y Smith 1976]
[ Bennett y Smith 1976]

[ Dolezel y col 1998]

Tablal.5. Numero de cromosomas, tamafo del genoma en millones de pares de bases (Mpb)
y publicacién en centeno, trigo duro (tetraploide), trigo blando (hexaploide) y cebada.
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Dado que el centeno es un material vegetal con un elevado grado de tolerancia
al estrés por aluminio, que atin se desconoce el grado de variacion en los
niveles de tolerancia en esta especie y muchos de los genes involucrados en la
tolerancia al estrés producido por este metal ligero, en especial de los genes
involucrados en el metabolismo de los acidos organicos y de los implicados en
el mantenimiento de la integridad de las paredes celulares, los principales

objetivos de este trabajo han sido los siguientes:

1.- Estudio de la variacion para el caracter tolerancia al estrés por Al con
diferentes métodos en cultivares de centeno (Secale cereale L.) de distinta

procedencia.

2.-Analisis de la posible relacion entre el grado de tolerancia al estrés por Al y
la variabilidad en las secuencias de un segmento de la region promotora y en
algunos exones del gen de tolerancia ScALMTI (transportador de malato

activado por Al).

3.- Aislamiento, caracterizacion, localizaciobn cromosémica, estudio de la
variabilidad en centeno, en diferentes especies de Poaceas y establecimiento de
relaciones filogenéticas de algunos de los genes relacionados con el
metabolismo de los acidos organicos en centeno. En particular, de los genes de
malico deshidrogenasa (MDH), citrato sintasa (CS) y fumarasa (FUM)

mitocondriales.

4 .- Aislamiento, caracterizacion, localizaciéon cromosémica, estudio de la
variabilidad en centeno, en diferentes especies de Poaceas y establecimiento de
relaciones filogenéticas de un gen involucrado en el mantenimiento de la pared

celular, en concreto de Pectin metilesterasa (PME).

5.- Analisis de los cambios en la expresion de los ARN mensajeros codificados
por los genes de MDH, CS, FUM y PME, en raices y hojas de un cultivar
tolerante y una linea sensible, producidos por tratamientos con Al a diferentes

tiempos de exposicion y a distintas concentraciones.



IIl. MATERIAL Y METODOS
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1. Material Vegetal:-

Los materiales vegetales utilizados en este estudio fueron los siguientes:

A) En los diferentes estudios de variabilidad se emplearon genotipos de

centeno de diversos origenes (Figura 3.1 y Tabla 3.1):

Nombre Origen
1 305 Afganistan
2 Sornopolevaja Armenia
3  Saskatoon Australia
4 46 Brasil
5 70 Bulgaria
6 O.]. Canada
7 210 Chile
8 - China
9 OQiva Finlandia
10 Petkuser Somerroggen  Alemania
11 Rcat013928 Hungria
12 R192 India
13 153 Iran
14 Irlandal Irlanda
15 French Israel
16 Abruzzi Italia
17 Kungs Japén
18 Wir 7041 Kazakstan
19 Kénya Kenia
20 Centeno Snoopy México
21 2d174 Nueva Zelanda
22 14210 Pakistan
23 673/78 Portugal
24 Brasov 200-N Rumania
25 Radosinske Record Slovakia
26 Karlshuldska Eslovenia
27 Koreal Corea del Sur
28 Cadi Suiza
29 Tjk03-89 Tayikistan
30 M1-72-73-274 Turquia
31 148 Reino Unido
32 Aroostook Estados Unidos
33 Centeno de la Estanzuela Uruguay

Tabla 3.1. Nombres y paises del origen de los cultivares
de centeno utilizados en los estudios de variabilidad
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Figura 3.1: Distribucién mundial de los cultivares de centeno utilizados en
los estudios de variabilidad.

B) Para identificar los ADNcs de los diferentes genes candidatos en centeno y

en los correspondientes estudios de expresion se emplearon las siguientes

lineas:

Especies Cultivar Grado of tolerancia
Secale cereale Ailés Alto
Secale cereale Riodeva (linea consanguinea) Bajo
Secale cereale Imperial Medio
Secale cereale Petkus Alto
Triticum aestivum Chinese Spring Medio
Triticale (x Triticosecale Chinese Spring - Imperial Medio
wittmack)

Tabla 3.2. Lineas de Centeno y Trigo utilizadas en este trabajo

C) Para llevar a cabo la localizacion cromosémica de los genes candidatos se
utilizo trigo hexaploide (Triticum aestivum cv Chinese Spring, CS), centeno
(Secale cereale L., cv. Imperial, I), triticale (CS-I) y las lineas disponibles

disémicas y ditelosomicas de adicion trigo (CS) - centeno ().
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2. Métodos:-

2.1 Test Basico de Tolerancia al Aluminio:-

Para determinar el nivel de tolerancia al aluminio de las diferentes poblaciones
de centeno se empled el test descrito por Gallego y Benito (1997). Cada
experimento se realizaba por duplicado. Resumidamente, las semillas se
esterilizaban durante 10 min en presencia de HgCly (0.1%), se lavaban con
agua desionizada y se incubaban durante dos dias en oscuridad, en placa
Petri con papel de filtro humedecido y a 20°C de temperatura. Las semillas
germinadas se transferian a una malla de nylon flotando en 2.5 L de la
solucion nutritiva a pH 4,0 (Tabla3.3) aireada continuamente. Los
contenedores con dicha solucion se situaban en una camara de cultivo a 20°C
con 16 horas de iluminacion al dia. Cinco dias después, las plantulas se
pasaban a una solucion nutritiva con Al 150uM (AIKSO4:'12 H;0) a pH 4,0
durante 24h. Tras el tratamiento con Al las plantulas eran lavadas con agua
desionizada durante 2-3 min. Entonces las raices se tenian con Eriocromo de

Cianina R o con hematoxilina.

Compuesto Foérmula quimica g mM M

Nitrato potasico KO3 3,29 0,65 101,11
Cloruro de calcio CaCl, 294 0,40 147,02
Cloruro de magnesio MgCl 2,54 0,25 203,30
Nitrato amodnico NH4NO3 0,16 0,04 80,04
Sulfato amonico (NH4)SO04 0,07 0,01 132,14

Tabla 3.3. Composicion de la solucién nutritiva utilizada para el cultivo
hidroponico de centeno (en 1L de agua destilada y desionizada).

2.1.1 Tincién Con Eriocromo Decianina R:-

Se llevaba a cabo la tincién de las raices con Eriocromo de Cianina R (0,1%)
durante 10 min y se lavaban con agua para quitar el exceso de tinte. A
continuacion las plantulas se transferian a la solucion nutritiva sin Al para su
incubaciéon durante 48 h. Finalmente, se median dos parametros de
crecimiento de las raices, el porcentaje relativo de recrecimiento de la

raiz después del tratamiento con Al (RRL) y el porcentaje de Reduccion
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relativo del crecimiento total de la raiz (RRS) a consecuencia del

tratamiento.

LRecrecimiento sin Al —Recrecmiento con AIJ [Crecimiento total sin Al —Crecimiento total con Alj

RRL= X100 RRS = X100
Recrecimiento sin Al Crecimiento total sin Al
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Figura 3.2 pasos del Test de Tolerancia al Aluminio

2.1.2 Tinciéon Con Hematoxilina:-

En este método de valoracion de la tolerancia al Al se empleaba el protocolo de
tincion de Polle et al. (1978). Las plantulas se colocaban en agua destilada
aireada durante 60 minutos para eliminar el Al en la superficie de la raiz. Se
aplicaba una solucion con hematoxilina (2g/1) y KIOs (0,2g/1) durante 15

minutos y tres lavados de 15 minutos con agua destilada.

Cada planta se clasifico visualmente en funcion de la intensidad de la tincion
de los apices de las raices primarias en una escala de 0 a 4, siendo 0 “no
tenido” y S5 “maxima tincion”. Las plantas sin tincion se consideraban como
tolerantes y las mas tenidas como sensibles. Se analizaban dos repeticiones

por linea y seis plantas por repeticion.



Material y Metédos

2.2 Test Adicionales De Tolerancia Al Aluminio.-

En este trabajo se ha comparado los test clasicos para el estudio de la
respuesta al estrés por aluminio en centeno, anteriormente descritos, con
otros métodos. La base en todos los casos es el cultivo hidropénico que
acabamos de referir y las diferencias residen en el caracter que se mide en
ultima instancia. En este caso se emplearon Unicamente los tres cultivares
clasificados como tolerantes segun los métodos anteriores y los tres mas

sensibles.

2.2.1 Distribucion Y Acumulacion Del Al:-

Se cortaban los apices de las raices, se incubaban en de acetato de amonio
(NH4O0Ac) (5 mM, pH 5,0) durante 10 minutos y finalmente se tefiian con
Morin (100 mM) durante 1h (Tice et al., 1992). Los apices tenidos de las raices
se observaban con un microscopio Olympus BXS51 (longitud de onda de

excitacion 420 nm y de emision de 510 nm).

2.2.2 Visualizacion de la peroxidacion lipidica:-

Los aldehidos producidos en las raices se pueden visualizar con el reactivo de
Schiff seguin lo descrito por Yamamoto et al. (2001). Las raices se cortaban y
se tenian con el reactivo de Schiff durante 20 minutos. Posteriormente, se
incubaban en una solucion de sulfito (0,5%), K2S:0s en HCI (0,05 M).
Finalmente se realizaba la observaciéon con un microscopio estereoscopico de

luz (Olympus SZX7).

2.2.3 Determinacion De La Muerte Celular:-

En este caso se llevaba a cabo una tincion de raices con azul de Evans
(0,025%) en CaCl> (100 mM, pH 5,6) durante 10 minutos (Yamamoto et al.,

2001) y posterior observacién bajo un microscopio 6ptico (Olympus BX51).

2.3 Aislamiento Y Purificacion De DNA:-

La obtencion de ADN genomico, destinado a ser usado en experimentos de
amplificacion, se realizo6 usando el método Chemagic DNA Plant Kit
(Chemagen). El material provenia de plantas individuales o de mezclas de
plantas, segun el caso, y se procesaba de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.
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2.4 Aislamiento Y Purificacion De RNA:-

Con el objeto de obtener la secuencia completa del ADNc de diferentes genes
candidatos de las lineas de centeno estudiadas se tomé material radicular de
una mezcla de 15 plantas de Petkus y 15 de Riodeva que habian sido
expuestas a diferentes concentraciones de aluminio en el medio de cultivo
hidroponico descrito anteriormente. Este tejido fue macerado en nitrégeno
liquido y se extrajo el ARN total de estas plantas usando el kit Trizol

(Invitrogen).

Para la cuantificacion de la expresion de los genes candidatos se obtuvo ARN
total procedente de diversas poblaciones de centeno. El procedimiento usado
para inducir la expresion génica mediante la exposicion a aluminio se describe
posteriormente en el apartado de “Analisis de la expresion génica”. Los tejidos
vegetales colectados se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y
fueron macerados hasta obtener polvo fino, que luego fue almacenado a -80°C
hasta su uso. Se extrajo ARN total a partir de estas muestras usando el mismo

kit mencionado anteriormente.

2.5 Valoracién Y Cuantificacién De Acidos Nucleicos:-

La calidad de los acidos nucleicos obtenidos se determiné por electroforesis en
gel de agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio (BrEt), para comprobar la
integridad de las moléculas. La cuantificacion de las muestras se llevo a cabo
mediante espectrofotometria a 260/280 nm. Una relacion entre 1,8 y 2,0 era
la deseable. EIl ARN extraido para los experimentos de cuantificacion de la
expresion génica se cuantifico usando el espectrofotometro Nanodrop® ND-

100 (NanoDrop Technologies).

2.6 Amplificacién De Acidos Nucleicos Por PCR:-

Las amplificaciones de acidos nucleicos fueron un procedimiento rutinario a lo
largo de toda la experimentacion que aqui se describe. La PCR fue utilizada
con diversos propositos, entre ellos, la obtencion de secuencias especificas, la
localizacion cromosomica de fragmentos, la verificacion de insertos en
plasmidos, etcétera. Describir las condiciones especificas de cada uno de los
experimentos que implicaron la PCR nos parece inadecuado e innecesario. Sin
embargo, y de manera general podemos decir que para realizar toda esta gama
de amplificaciones fue necesario modificar muchas veces las condiciones y las

variables de la reaccién en cadena de la polimerasa, asi pues lo que se
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describe a continuacion refleja solamente la generalidad de las reacciones. Los

cambios especificos para cada amplificacion se detallan en cada caso.

La mezcla de reaccion se realizo en volimenes que iban desde los 10 a los 100
pl, y contenia unos 20-100 ng de ADN molde, 1X de tampoén de reaccion (Tris-
HC1 100 mM pH 8.3, KCl 100 mM, MgCl, 2 mM), 100 uM de cada dNTP, 5
pmoles de cada cebador, y 0,25 ul de Taq polimerasa. Las reacciones se
llevaron a cabo en dos termocicladores: PTC-100 (MJ Research) y G-Storm I

(Gene Technologies Limited).
El programa basico de amplificacion fue:
Un paso preliminar de 5 min a 94°C,
25-35 ciclos compuestos por:
Desnaturalizacion: 30 s a 94°C
Hibridacion: 30 s a 55-70°C
Extension: 2 min a 72°C

Extension de 10 min a 72°C.

Las reacciones fueron refrigeradas hasta su analisis ulterior mediante
electroforesis en agarosa al 1,5% y BrEt. El tamano de los productos fue
calculado comparando con un marcador de peso molecular comercial. Los
cebadores utilizados para amplificar las secuencias especificas se enumeran

en el Apéndice I.

2.7 Clonacion Y Secuenciacion:-

Los productos de PCR que presentaban un tamano de acuerdo con lo esperado
fueron recuperados de la agarosa mediante extraccion fisica y posteriormente
fueron purificados usando dos kits comerciales diferentes: Bioclean kit
(Biotools) y DNA gel extraction (Millipore). Dichos fragmentos de ADN fueron
clonados con el kit TOPO Cloning (Invitrogen), segun las especificaciones del
fabricante. Las colonias de bacterias que contenian el inserto de ADN eran
facilmente identificables por el color blanco que producian en el medio de

cultivo LBA (LB + ampicilina) y 40 ul de X-gal 20 mg/ml.
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Para asegurarnos de que las bacterias de las colonias blancas contuvieran el
inserto adecuado, se realizaba una PCR con los cebadores M13 contenidos en
el kit. Las colonias seleccionadas fueron cultivadas en medio LBA liquido
durante 24 horas a 37°C en agitacion constante (200 rpm). Luego los
plasmidos eran recuperados mediante purificacion con el kit High pure
plasmid isolation (Roche). Estos plasmidos purificados eran entonces enviados
a secuenciar al Servicio de Genomica de la Facultad de Biologia de la UCM, o
al Centro de Investigaciones Biologicas del CSIC, usando los cebadores
universales M13F (-20) y M13R (-24) cuyas dianas estaban contenidas en la

secuencia del plasmido.

2.8 Analisis De Secuencias

Las secuencias de ADN obtenidas fueron analizadas con el programa Chromas
Pro (Technelysium Pty Ltd). Para confirmar la identidad de las secuencias, asi
como para comparar secuencias entre si y las secuencias aminoacidicas
derivadas de ellas, se us6 la aplicacion GenBank BLAST de la base de datos

NCBI (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/). El programa Genscan

(http:/ /genes.mit.edu/GENSCAN.html) fue utilizado para establecer la

localizacion probable de los exones e intrones del gen ScALMTI en las

secuencias genémicas de centeno.

Con el fin de predecir la estructura de las posibles regiones transmembrana de
las proteinas deducidas y para interpretar el efecto de las diferencias en las
secuencias de residuos aminoacidicos entre los alelos de cada gen, se

utilizaron los programas que se indican en la (Tabla 3.4).

Programa direccién Referencia
MEMSAT  http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ Jones 1999
TMAP http://www.mbb.ki.se /tmap /index.html Persson y Argos
1997
TopPred2 http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html Clarosy Von
Heijne, 1994
HMMTOP http://www.enzim.hu/hmmtop/ Tusnady y
Simon 1998
PHDhtm  http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/ Rost et al 2004
DAS http://www.enzim.hu/DAS/DAS.html Cserzo et al
2002
TMHMM  http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM / Krogh et al
2001

Tabla 3.4. Programas utilizados para deducir la estructura de las proteinas
estudiadas.
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2.9 Identificacion De Secuencias Flanqueantes:-

Una vez secuenciados los diferentes ADNcs de los genes en estudio se
procedi6, en algunos casos, a la secuenciacion de los ADNg completos
mediante el disenno de cebadores en los exones. Ademas, se identificaron las
secuencias flanqueantes con el kit GenomeWalker kit (Clontech). Los
cebadores disenados en cada caso figuran en el Apéndice I. Para ello se digirio
el ADN genomico de plantas de centeno, con cuatro enzimas de restriccion
(Dral, EcoRV, Pvull y Stul) capaces de producir extremos romos. Luego estos
productos de digestion fueron ligados a adaptadores especiales incluidos en el
kit. Estas “bibliotecas solubles” se amplificaron con la enzima polimerasa
Advantage 2 (Clontech) y usando cebadores especificos del gen aguas arriba y
aguas abajo, mas un cebador especifico del adaptador, para generar productos
de hasta 6 kb.

Los productos de amplificacion fueron secuenciados directamente o clonados
para su posterior secuenciacion. Una vez identificadas las secuencias
promotoras, la prediccion de motivos con potencialidad de funcionar como
reguladores de la transcripcion-expresion de los genes se realizé usando varios

programas disponibles en la red y enumerados en la (Tabla 3.5).

Programa direccion Referencia

McPromoter MM  http://genes.mit.edu/McPromoter.html Ohler et al 1999,
2001

Promoter http://www.genomatix.de/online_help/help_g Kondrakhin et

Inspector ems/Promoterinspector_help.html al 1995

Dragon Promoter http://research.i2r.astar.edu.sg/promoter Bajic et al 2002

Finder /promoterl 5/DPF.htm

Tabla 3.5. Programas de busqueda de motivos reguladores de la transcripcién.

Para comparar y alinear las secuencias flanqueantes obtenidas a partir del

genoma de diversas especies se utilizo el programa disponible en el sitio

http://genome.lbl.gov/vista/rvista/about.shtml.

2.10 Analisis de la expresion génica:-

2.10.1 Transcripcion Inversa En Ensayos De Expresion Génica:-

El ARN total (1pg) obtenido a partir del procedimiento descrito antes en el
apartado “Extraccion de ARN” y que contenia los ARN mensajeros fue
retrotranscrito a ADNc usando cebadores hexameéricos aleatorios (con el objeto

de obtener ADNc tanto de los ARN mensajeros como de los ARN ribosomales,
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que servirian posteriormente como genes de referencia en el analisis de
cuantificacion de la expresion génica) y transcriptasa reversa MMLV
(AdvantageTM RT-for-PCR kit, Clontech) segin las condiciones establecidas

por el fabricante.

2.10.2 Exposicion De Plantulas Al Aluminio:-

Para inducir la expresion de los genes de tolerancia al aluminio en las diversas
plantulas analizadas, se utilizé un método semejante al ya descrito arriba para
el test de tolerancia al aluminio pero obviando el paso final de la tincion. Se
germinaron y cultivaron semillas desinfectadas de centeno en medio
hidroponico en solucion nutritiva. Estas semillas se dividieron en 5 grupos
que fueron expuestos, durante diversos periodos de tiempo (0 horas, 4 horas,
8 horas, 12 horas y 24 horas), a la presencia de aluminio a 300 uM en
solucion nutritiva acida pH 4,0. También se llevaron a cabo experimentos a
distintas concentraciones 25, 50, 100 y 300 uM de Al durante 12 horas. Se
tomaron muestras de 15 plantulas por tiempo de exposicién, de dos tipos de
tejido: apice radicular y hoja en su porcion distal. Estas muestras eran
inmediatamente congeladas en nitrogeno liquido y se almacenaban hasta su
uso a -80°C.

2.10.3 Determinacion De La Expresion Geénica Mediante PCR

Semicuantitativa:-

Los ADNc obtenidos a partir de los RNAs de plantas tratadas, con y sin Al, se
amplificaron para tener una primera aproximacion a la expresion génica de los
genes estudiados. Los cebadores utilizados (Apéndice I) fueron disenados entre
dos exones diferentes para prevenir la amplificacion de ADN genoémico.
Ademas se empled un gen de actina que servia como control endogeno de la
expresion. La reaccion se llevaba a cabo en un volumen final de 20 ul, con 2 pl de
la retrotranscripcion RT, 10 ul de Tag PCR Master Mix (Qiagen) y 2ul de cada cebador.
Las muestras fueron amplificados utilizando el siguiente programa: un paso
inicial de 3 min a 95 ° C, 33 ciclos de 20 segundos a 95 °C, 30 seg a 58 °Cy
35 seg a 72 °C, seguido por un paso final de extension de 7 min a 72 °C. Las
reacciones fueron almacenadas a 4 °C. Los productos de PCR se sometian a
electroforesis en gel de agarosa al 2,0% y se visualizaban bajo luz ultravioleta

tras tinciéon con bromuro de etidio.
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2.10.4 PCR Cuantitativa En Tiempo Real Mediante SYBR Green I:-

Para caracterizar con mayor exactitud la expresion de los genes candidatos se
empled el método de PCR cuantitativa con SYBR Green. Se preparaban
mezclas de reaccion en un volumen final de 20 ul que contenian 10 ul de Fast
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 6,0 pmol de cada primer y el
producto de la transcripcion inversa de 200 ng de ARN. Las amplificaciones se
realizaban utilizando un termociclador 7900HT (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de 95 °C durante 20 s, seguido de 40 ciclos

que constaban de un paso de 1 seg a 95 °C y otro de 20 seg a 60 °C.

Todas las muestras, controles y diluciones se preparaban por duplicado en
placas de 96 pocillos opticos MicroAmp (Applied Biosystems) segun lo
recomendado por el fabricante. En cada placa siempre se incluian dos bancos
de diluciones, uno para el gen diana y otro para el gen 18S ribosomal como
referencia, que permitia la cuantificacion del transcrito problema en cada
caso. En las placas, ademas se incluian los controles sin retrotranscrito (No
Template control, NTC) con el fin de detectar algina contaminacion por
presencia de ADN genomico que no hubiera sido degradado durante el proceso

de extraccion.

2.10.5 Analisis De Las PCRs Cuantitativas En Tiempo Real:-

La medicion de la expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real
es una cuantificacion relativa, que normaliza la expresion del gen en estudio
con la expresion de un control endogeno (en este caso del gen ribosomal 18S).
La curva de amplificacion de cualquier PCR se compone de tres segmentos:
una fase inicial donde comienza detectarse la fluorescencia, una fase de
crecimiento exponencial y una fase final de meseta Durante la fase
exponencial de la amplificacion, la reaccion puede ser descrita

matematicamente como:
XTl = XO . (1 + Ex)n
Donde:- X, es el nimero de moléculas que se amplifica en el ciclo n; Xp es el

numero inicial de moléculas, Ex es la eficiencia de la amplificacion y n es el

numerodeciclos.

La eficiencia de la amplificacion de una secuencia diana especifica se puede

calcular de forma experimental. Para ello, a partir del producto de la
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transcripcion inversa se realizan curvas de calibracion por duplicado y con
cuatro diferentes diluciones, para el gen en estudio y para el control endégeno.
La eficiencia de amplificacion en porcentaje se calcula por interpolacion del
valor de la pendiente de la recta de regresion de las diluciones, para cada gen,

en la siguiente ecuacion:

Ey = (10‘% ~ 1)- 100

Donde:- Ex es la eficiencia de la amplificacion y m es la pendiente de la recta.

Dado que las eficiencias de amplificacion de los genes de interés y del control
18S fueron altas (pendiente de la recta de regresion < 0,1) y equiparables, se
pudo utilizar el método de cuantificacion relativa AACT (Livak y Schmittgen,

2001), que se resume en las siguientes expresiones algebraicas:

ACr_,, = Cr_, (GD) = Cr_, (185)
AC.T+Az = CT+AZ(GI) - CT+A1(18S)
Induccion por Al = 2~ AT a™ ACT_a)

Donde:- C;es el ciclo en el que comienza a observarse fluorescencia (Cycle Treshold) y
esta directamente relacionado con la cantidad de partida de transcrito. Asi, Cra (GI) y
Cr.a1 (Gl) son los valores de CT para el gen de interés en presencia y ausencia de Al,

respectivamente; y Cr.a (18S) y Cr.a (18S) son los valores de Cr para el gen 18S en

presencia y ausencia de Al, respectivamente.
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IV. RESULTADOS




1. Evaluacion De La Tolerancia Al Aluminio Mediante Cultivo

Hidroponico En Una Coleccion De Cultivares De Centeno:-

El principal objetivo de la primera parte de este trabajo ha consistido en
estudiar la variabilidad para la respuesta al estrés por aluminio en 34
cultivares de centeno. Los experimentos se llevaron para evaluar los cambios
que se producen en las raices a consecuencia del tratamiento con Al y la

capacidad de las raices para tolerar la toxicidad causada por el Al.

1.1. Evaluacion de tolerancia de los genotipos mediante estimacion del

crecimiento de las raices:-

La estimacion del grado de tolerancia de los 34 cultivares empleados se ha
llevado a cabo en cultivo hidropénico utilizando una concentracion de 150 pM
de AICl; en la solucion nutritiva. Esta concentracion es bastante elevada
comparada con la empleada en otras especies de Triticineas como trigo y
cebada. En centeno, sin embargo, dado que es una especie muy tolerante al
estrés por Al, se trata de una concentracion no muy alta que permite
distinguir entre cultivares tolerantes y sensibles (Gallego y Benito 1998). El
primer sintoma aparente de la toxicidad por aluminio es la inhibicion de la
elongacion de las raices, como ha sido demostrado previamente por otros
autores en diferentes especies vegetales (Kochian, 1995). Por este motivo, en
nuestro estudio hemos analizado, en primer lugar, dos parametros de
crecimiento de las raices, el porcentaje relativo de recrecimiento de la raiz
después del tratamiento con Al (RRL) y el porcentaje de Reduccion relativo del
crecimiento total de la raiz (RRS) a consecuencia del tratamiento. Ambos
estimadores son basicamente dos parametros de crecimiento que han
demostrado correlacion con la fitotoxicidad debida al aluminio en diferentes
especies vegetales. La variabilidad detectada entre los cultivares se ha
estudiado mediante analisis estadistico y los resultados muestran (Tabla 4.1)
que existe una diferencia muy significativa entre los genotipos tolerantes (6,
19 y 23) y los genotipos sensibles (2, 21 y 29) en todos los aspectos

analizados. La forma de estimar ambos parametros ha sido la siguiente:

Recrecimiento sin Al —Recrecmiento con AIJ

L LCrecimiento total sin Al —Crecimiento total con AIJ
RRL= x100 RRS =

Recrecimiento sin Al Crecimiento total sin Al

x100

Posteriormente, hemos estudiado un tercer parametro, HS, que esta basado en

un método de tincion con hematoxilina.



Tabla 4.1. Valores medios de tres replicas independientes. Porcentaje del recrecimiento de las
raices después del tratamiento (RRL), Porcentaje de reduccion del crecimiento total de las raices
(RRS) y tinciéon con hematoxilina (HS). —Al = sin tratar con Al, +Al = tratadas con Al. Los
genotipos se han ordenado de mayor a menor grado de tolerancia para RRS y RRL. Hay tres
genotipos (1, 14y 23) con RRL negativos (recrecen mas con Al que sin Al).

Recrecimiento Crecimiento total
-AL +AL Diferencia R"}/:L -AL +AL Diferencia R‘.}/:S HS
23 61 62 -0,6 -1 233 226 6,7 3 0.15
Tolerante - RISV 2,3 4 237 228 9,2 4 0.85
6 59 51 8 14 231 220 11,5 5 0.94
10 29 22 7,6 26 117 110 7,6 6 1.53
4 44 33 10,7 24 181 165 16,7 9 1.24
14 | 35 44 -8,7 25 169 153 15,9 9 1.60
5 46 36 9,4 21 205 185 20 10 201
9 58 43 15,1 26 229 205 24,2 11 1.77
8 49 42 7,5 15 209 186 23 11 1.09
27 43 14 29 67 221 197 24,5 11 166
26 43 35 7,5 18 209 186 23,7 11 1.68
32 55 20 35 64 218 192 25,4 12 1.6l
24 40 32 8,5 21 137 121 16,3 12 1.22
25 30 22 7,5 25 143 126 17,2 12 245
33 44 36 8,2 19 205 180 25,1 12 2.28
17 26 15 10,3 40 108 94,4 13,3 12 1.56
16 51 36 14,4 29 209 182 26,8 13 2.41
12 40 33 7,3 18 148 129 19,2 13 255
VLTl 11 57 43 14,2 25 212 184 27,8 13 2.40
15 40 34 5,5 14 178 154 24,4 14  2.33
20 52 45 7,3 14 229 197 32 14 256
1 32 34 2,4 -8 158 135 23,2 15  3.15
3 48 27 20,9 43 169 143 25,4 15 2.40
7 46 40 5,5 12 214 181 32,9 15 226
18 34 22 12,3 36 139 117 22,2 16 275
31 50 33 16,5 33 182 150 31,1 17 3.52
34 25 15 9,9 39 903 737 16,6 18  2.00
13 52 43 9,3 18 210 170 40,4 19  3.04
22 31 21 9,6 31 124 99,7 24,5 20  3.37
30 45 18 27,4 61 176 139 36,4 21 275
28 37 26 10,3 28 156 111 44,8 29  3.34
29 51 14 37,6 73 159 111 47,5 30 3.54
21 41 11 30,8 74 119 76,5 42,2 36  3.83
Sensible 2 56 0 55,9 100 143 86,8 55,9 39 4.0

En el caso del parametro RRL (la longitud relativa del rebrote de la raiz tras la
incorporaciéon de aluminio a la solucién), pudimos comprobar que los

genotipos 1, 14 y 23 (sennalados en rojo en la Tabla 4.1) presentaron las tasas



mas altas de recrecimiento tras la adicion del aluminio, mientras que los
genotipos 2, 21 y 29 fueron los mas afectados por este tipo de estrés (Tabla

4.1).

La estimacion del segundo parametro (RRS-Reduccion relativa del crecimiento
total de la raiz en %) origin6é resultados semejantes a los del primero. Los
genotipos analizados mantenian el mismo comportamiento que en el caso del
parametro anterior (RRL), esto es, los genotipos 6, 19 y 23 presentaron las
tasas mas bajas de reduccion del crecimiento radicular (RRS) bajo estrés por
aluminio, mientras que los genotipos 2, 21 y 29 mostraron los niveles mas

altos de reduccion (Tabla 4.1 y Figura 4.1 ).
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Figura 4.1. Longitud total de las raices sin Al (TRG -Al, linea de color
azul) y con Al (TRG +Al, linea de color rojo). Se han destacado con
texto en color rojo los tres genotipos tolerantes (T) y tres sensible (S).
Entre paréntesis se ha indicado el porcentaje de reduccion relativo del
crecimiento total de la raices (RRS).

Por lo tanto, de acuerdo con el parametro RRS, podemos dividir los cultivares
estudiados en tres grupos: uno muy tolerante (genotipos 6, 19 y 23), otro
sensible (genotipos 2, 21 y 29) y un tercer grupo moderadamente tolerante (el
resto de cultivares). El orden segun el nivel de tolerancia (respuesta al estrés
por aluminio) se mantiene para los cultivares sensibles con ambos parametros
(RRL y RRS), pero en el caso de los cultivares tolerantes 1 y 14, el nivel de
tolerancia difiere cuando se estima el parametro RRL (resaltados en rojo en la

Tabla 4.1).
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1.2. Tincion con hematoxilina:-

Ademas de la inhibicion del crecimiento de las raices también hemos estimado
la acumulacion del Aluminio en las mismas mediante tincion con
hematoxilina. La hematoxilina se une al aluminio produciéndose una tincién
purpura que aumenta en intensidad proporcionalmente a medida que
aumenta la cantidad de Al acumulado en las raices. Después del tratamiento
con Al se asigné a los cultivares un valor del 0 al 4 segin el grado de tincion
de las raices: sin tincion (valor 0), 25% de tincion (valor 1), 50% de tincion
(valor 2), 75% de tincion (valor 3) y 100% de tincion (valor 4). Se analizaron
entre cinco raices por planta y tres réplicas de diez plantas para cada
genotipo. El valor HS es la media de las tres replicas de seis plantas cada una
(Tabla 4.1). Los resultados presentados en la Tabla 4.1 y en la Figura 4.2
muestran diferencias en el comportamiento de los genotipos después del
tratamiento con Al. Los genotipos sensibles (2, 21 y 29) presentaron apices
radiculares muy tenidos, mientras que los genotipos tolerantes (6, 19 y 23)

mostraron los valores mas bajos de este parametro.

2212931 22 28 1 13 18 30 2012 2516 3 11 1533 7 5 34 9 26 27 14 32 17 10 4 24 8 6 19 23

Figura 4.2. Grado de tinciéon con hematoxilina en las raices después de la
exposicion a 150 pm de Al durante 24 horas. Los valores son las medias de tres
repeticiones. En cada ensayo se analizaron 5 raices de cada planta y 10 plantas
de cada genotipo o cultivar. Después del tratamiento con Al se asigné a los
cultivares un valor del O al 4 segun el grado de tincidon de las raices: sin tincién
(valor 0), 25% de tincion (valor 1), 50% de tincion (valor 2), 75% de tincion (valor
3) y 100% de tinciéon (valor 4).

Por otra parte, una simple inspeccion visual de los apices tefiidos de las raices
reveld que la tincion con hematoxilina es suficiente para discriminar entre los
genotipos sensibles y tolerantes tras una exposicion de las plantas durante 24
horas a una concentracion 150 uM de aluminio en la solucién nutritiva
(Figura 4.3). Los cultivares sensibles mostraron una intensa coloracion

purpura de las raices junto con una degradacion epidérmica muy marcada
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que se extendia desde la zona de elongacion hasta la punta de la raiz (apice).
Por el contrario, los cultivares tolerantes no mostraron estos signos de dano
en la epidermis de la raiz, si bien una region en la parte anterior al apice
mostro un estrechamiento con un color purpura intenso. Sin embargo, no se
detect6é ninglin dano fisico en la zona de la constriccion. En la Figura 4.3 D, E
y F puede observarse que los cultivares 2, 21 y 29 presentaron una mayor
tasa de acumulacion de aluminio en las raices que los cultivares 6, 19 y 23

(Figura 4.3 A, By C).

9 A
| )

A B C _/ lp W& e ! -
Figura 4.3. Grado de tencién con hematoxilina en la raiz después de

la exposicion a 150um de Al. Los cultivares tolerantes son (A, B, C) y
los cultivares sensibles son (D, E, F).

Este método de tincién también permite clasificar a los cultivares en tolerantes
(6, 19 y 23) y sensibles (2, 21 y 29). La clasificacion obtenida con hematoxilina
concuerda bastante bien con la llevada a cabo mediante los parametros RRL y
RRS. Sin embargo, en los cultivares con tolerancia intermedia, la clasificacion
por grado o nivel de resistencia al estrés por Al obtenida con el parametro HS
no concuerda totalmente con la alcanzada utilizando los parametros RRL y
RRS. Aunque, como veremos mas adelante el grado de correlacion entre estos

parametros es bastante elevado.

1.3. Correlacidén entre los diferentes parametros utilizados para estimar

la tolerancia:-

Para estimar el grado de coincidencia en las clasificaciones de tolerancia con
los tres parametros utilizados (RRS, RRL y HS) se calcularon los coeficientes

de correlacion entre los tres parametros de tolerancia (Tabla 4.2 y Figura 4.4).
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Los coeficientes de correlacion obtenidos fueron significativos en todos los
casos (con valores de P<0.001 y de r >0.5). Por tanto, estos resultados

confirman nuestra clasificacion previa de los cultivares.

Entre HS y RRL se estim6 una correlacion r=0,56, entre HS y RRL una
correlacion de r=0,82 y entre RRL y RRS una correlacion de r=0,68 (Tabla
4.2). En la Figura 4.4 (A, By C) se observa la misma tendencia a través de las
comparaciones graficas entre cada par de caracteres, HS y RRS (Figura 4.4 A),
HS y RRL (Figura 4.4 B) y entre RRS y RRL (Figura 4.4 C). Muestra la misma
tendencia: Un bajo porcentaje de HS conlleva un bajo porcentaje de RRS,
mientras que entre RRL y RRS un bajo porcentaje de RRL conlleva un alto
porcentaje de RRS, y entre HS y RRL un bajo porcentaje de RRL conlleva un
alto valor de HS.

Tabla 4.2. Coeficientes de correlacion simple entre las tres parejas posibles de los parametros
estudiados (P-value *<0.05 **<0.01).

HS RRL

RRL 0,5589

RRS 0,8227 0,6825

Los cultivares estudiados pueden y clasificarse en tres grupos de acuerdo con
los porcentajes de RRS y considerando el grado de tincién con hematoxilina
(HS) como el criterio de clasificacion. Estos tres grupos son: grupo tolerante (6,
19 y 23), grupo sensible (2, 21 y 29) y el resto de los cultivares que serian
moderadamente tolerantes.

El método de tincion con hematoxilina sigue siendo uno de los métodos mas
atractivos para evaluar un numero elevado de plantas ya que se trata de una
técnica rapida, economica y sencilla de monitorizar y presenta una elevada
correlacion con RRL. El método basado en estudiar el crecimiento de la raiz es
mas laborioso ya que la longitud de la raiz de cada planta debe ser

determinada antes y después del tratamiento con aluminio.

1.4. Otros métodos de tincion que permiten evaluar la acumulacion de

aluminio y los danos que produce en las raices:-

Ademas de los métodos anteriores, hemos empleado otros sistemas de tincion
histoquimicos que permiten estimar la acumulacion de aluminio (tincion con
morin) algunas de las consecuencias del estrés por Al en las raices de los

cultivares tolerantes y sensibles. Las raices de los cultivares de centeno fueron



SH

tratadas con AICl; a una concentracion de 300uM en solucion nutritiva (pH

4.0) durante 24 horas. Los tres métodos de tincion empleados son indicadores
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Figura 4.4. Correlacién entre los parametros RRS, RRL y HS. A) Correlacion entre HS y
RRS. B) Correlaciéon entre HS y RRL y, C) Correlacion entre RRS y RRL. En color rojo se
han indicado los cultivares sensibles, en color negro los tolerantes y en azul los
intermedios.

de acumulacion de aluminio (tincién con Morin), peroxidacién lipidica (tincion
con el reactivo de Schiff) y produccion de H>O; (tinciéon con DCF-DA). Dos de
los métodos utilizados detectan estrés oxidativo que se produce por la

aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como la peroxidacion lipidica

y la formacion de agua oxigenada (H202). Los resultados de las tres tinciones

se analizaron exclusivamente en el apice de la raiz (desde la punta [0 mm]

hacia la region basal [aproximadamente 7 mm)]).

1.4.1. Evaluacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS):-

La produccion de especies reactivas de oxigeno en las raices se estimo

empleando el reactivo fluorescente DCF-DA (27,7 -diclorofluoresceina
diacetato) que es indicativo de la acumulacion de H»O,. La fluorescencia
emitida por el DCF-DA fue muy baja en todos los cultivares tolerantes (Figura
4.5 A, B y C), mientras que la fluorescencia de los apices de las raices de los
cultivares sensibles fue bastante patente y se observaba de forma muy clara
(Figuras 4.5 D y E). Las raices del cultivar de centeno Petkus (tolerante a la
exposicion de AlCls - Figura 4.5 F) y de cebada (sensible a la exposicion a AlCls

- Figura 4.5 G) fueron empleadas como controles.
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Figura 4.5. Tincién histoquimica con el reactivo DCF-DA (27, 7~
diclorofluoresceina diacetato) para estimar la produccion de H202 y su
localizacién en las raices (apice y regiéon basal). Las plantas de centeno
fueron tratadas con aluminio a una concentracion de 300 uM. Cultivares
tolerantes: 23 (A), 19 (B) y 6 (C). Cultivares sensibles: 21 (D) y 2 (E)

Controles: Petkus (F) y cebada (G). La barra representa, en cada imagen,
500um.

1.4.2. Peroxidacion lipidica:-

Los niveles diferenciales de aldehidos que llevan a la peroxidacion lipidica
(LOOH-derivados aldehidos) pueden visualizarse en tejidos de plantas
empleando el reactivo de Schiff (Yamamoto y col., 2001; Han y col., 2008).
Tras el tratamiento con AlCl;, se detecta una fuerte coloracion rosa en cebada
(utilizada como control - Figura 4.6 G), mientras que no se observo coloracion

alguna en el cultivar tolerante de centeno Petkus (Figura 4.6 F).

Tras la exposicion a AlICls durante 24 horas, las raices de los cultivares
sensibles se tineron claramente de color rosa, principalmente alrededor de la
zona de elongacion, indicando que la produccion de aldehidos (la peroxidacion
lipidica) estaba teniendo lugar en la misma region que la produccion de H2O..
Las raices de los cultivares tolerantes 6, 19 y 23 (Figura 4.6 A, B y C) no
mostraban practicamente coloracién rosa mientras que las raices de los
cultivares sensibles 2 y 21 (Figura 4.6 D y E) estaban bastante tefiidos en el
apice. Por tanto, el tratamiento con Al produce la apariciéon de especies
reactivas de oxigeno y peroxidacion lipidica especialmente en los cultivares
sensibles. Por tanto, los cultivares tolerantes parecen estar mejor protegidos

contra el estrés oxidativo que produce el tratamiento con Al.
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Figura 4.6. Tincién histoquimica con el reactivo de Schiff para el
analisis de la peroxidacién lipidica causada por el aluminio en las
raices (punta y regién basal). Las raices de las plantas de centeno
fueron tratadas con aluminio a una concentracion de 300 uM.
Cultivares tolerantes: 23 (A), 19 (B) y 6 (C). Cultivares sensibles: 21
(D) y 2 (E). Controles: Petkus (F) y cebada (G). La barra representa,
en cada imagen, SOOum.

1.4.2. Contenido y localizacion del aluminio:-

Con el fin de estudiar el contenido y la localizacion del aluminio en las raices
tanto de los cultivares tolerantes como sensibles, se determiné la presencia de
iones AI¥* en las raices mediante el empleo del reactivo Morin (Tice y col.,
1992), que presenta una alta especificidad por los iones Al3* y es utilizado
habitualmente para detectar aluminio en tejidos de plantas (Larsen y col.,
1996; Jones y col.,, 2006; Ezaki y col., 2007). Las raices de los cultivares
sensibles 21 y 2 se tineron intensamente, indicando una alta tasa de
penetracion del aluminio, mientras que los cultivares sensibles 23, 19 y 6
mostraron una menor intensidad de tincion y un patrén totalmente diferente

de penetracion de aluminio (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Tincién histoquimica con el reactivo Morin para el analisis del
contenido y la localizacién del aluminio en las raices (punta y regién basal). Las
plantas de centeno fueron tratadas con aluminio a una concentracién de 300
uM. Cultivares tolerantes: 23 (A), 19 (B) y 6 (C). Cultivares sensibles: 21 (D) y 2
(E). Controles: Petkus (F) y cebada (G). La barra representa, en cada imagen,
500um.

Por tanto, los resultados obtenidos con todos los métodos utilizados para
evaluar la tolerancia al Aluminio, indican que los cultivares tolerantes estan
mejor preparados fisiologicamente ya que soportan mejor el estrés oxidativo

producido por los tratamientos y el Al penetra menos en sus raices.

2. Genes Relacionados Con La Tolerancia Al Estrés Por Aluminio En

Centeno:-

La forma en la que el aluminio produce fitotoxicidad en los vegetales y los
mecanismo de resistencia desarrollados por la plantas atin no se conocen con
claridad. Como vimos en la introduccion, existe una serie de genes que
podrian estar potencialmente involucrados en los procesos de defensa de las
plantas frente al estrés por aluminio. Con el fin de conocer mejor la respuesta
a este tipo de estrés hemos escogido para nuestro estudio varios genes
candidatos que podrian estar potencialmente implicados en la tolerancia. Por
tanto, otro de los objetivos de esta tesis ha sido estudiar los genes que
pudieran ser responsables de la tolerancia del centeno al estrés causado por el

aluminio.

2.1. Andlisis de la diversidad del gen SCALMT1 en diferentes cultivares

de Secale cereale:-

El gen SCALMT1, que codifica para un transportador de malato activado por
Al, es el gen candidato mejor caracterizado en centeno hasta la fecha

(Fontecha y col2007). En centeno, se ha observado que el gen ScALMTI se
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expresa principalmente en el apice de la raiz y que se induce en presencia de

aluminio.

Fontecha y col. (2007) han descrito una expresion cinco veces superior de este
gen en genotipos resistentes al aluminio en comparacion con genotipos no
resistentes. Sin embargo, la variabilidad de este gen en centeno ha sido aun
poco estudiada. Por tanto, hemos estudiado la variabilidad de una region del
promotor de 738 pb de ScCALMT1 asi como la de los exones 1 (276 pb) y 6 (399
pb) y la del intrén S (109 pb) (Tabla 4.3).

Las secuencias de la region promotora analizada, de los exones 1 y 6 y del
intron 5 se obtuvieron mediante amplificacion con parejas de “primers”
especificos y posterior secuenciacion de los productos de PCR. En varios de los
cultivares analizados se detectaron una o mas posiciones en las que aparecian
simultaneamente dos picos de igual altura en el electroferorama
correspondiente a su secuencia. La existencia de estos picos puede tener al
menos dos interpretaciones. Si suponemos que existe una sola copia por
genoma de la region estudiada, puede tratarse de cultivares o genotipos que
sean heterocigotos en esa posicion o posiciones. Si suponemos que existe mas
de una copia por genoma de la region analizada, podria tratarse de genotipos
heterocigotos o bien de genotipos con al menos dos copias diferentes de la

region estudiada.

En la (Tabla 4.3) podemos observar el namero de cultivares o genotipos que
muestran al menos una posicion con dos picos de igual altura en el
electroforegrama. Para la region promotora se estudiaron 28 cultivares
diferentes de centeno, pero para los exones 1 y 6, y para el intréon 5 pudimos
obtener 35 secuencias diferentes (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Cultivares en los que se ha detectado al menos una posicién con dos picos de
igual altura en los electroferogramas.

_ Promotor (738 pb) Exdn 1 (276 pb) Intrén 5 (109 pb) Exdn 6 (366 pb)

Cultivares 3,4,5,9,10, 13, 18, 3,6,10,11, 12, 14, 20, 24, 25, 40 4,7,13,17, 20,
19, 20, 22, 25, 33 15, 25, 29, 34, 47 24, 25, 26, 40, 42

N2 de cultivares 12 11 4 10

Total cultivares 28 35 35 35

También, hemos analizado la variabilidad en una parte de la regiéon promotora
(738 pb), de los exones 1 (276 pb) y 6 (366 pb) y de el intron 5 (109 pb) de
distintos genotipos con el programa DNAsp v5. En la Tabla 4.5 aparecen los

resultados obtenidos resumidos. Las regiones con mayor diversidad
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nucleotidica () fueron el intron 5 y el promotor. La mayor diversidad
haplotipica se detecté también en la region promotora. Igualmente la region en
la que se han detectado mayor ntimero de inserciones y deleciones es la zona
del promotor analizada (9 Indels).

Tabla 4.4. Variabilidad detectada en diferentes genotipos o cultivares de centeno en
parte de la region promotora, en los exones 1y 6 y en el intrén 5.

Promotor Exon 1 Exon 6 Intrén 5
N° total de secuencias (cultivares) 28 35 35 35
N° total de posiciones o sitios 738 276 399 109
Indels (Inserciones/deleciones) 9 1 0 1
Sitios invariables (monomérficos) 665 268 378 105
Sitios variables (polimoérficos) (SNPs) 59 S 21 3
Sitio variable (singleton) 36 2 12 0
Sitios parsimoénicos 23 3 9 3
Numero de haplotipos, h 22 7 14 5
Diversidad haplotipica 0,958 0,612 0,827 0,751
Diversidad nucleotidica, 1t 0,00984 0,00373 0,00631 0,01223
N° total cambios sinénimos - 2 4 -
N° total cambios no sinénimos - 3 17 -

Por el momento, no se ha detectado ninguna relacion entre la variabilidad
detectada en las regiones analizadas y la tolerancia al aluminio. Es decir, los
cultivares tolerantes y los sensibles no muestran diferencias en las secuencias
estudiadas que puedan sustentar el distinto grado de tolerancia al estrés por

Al que muestran.

2.2. Identificacion y caracterizacion de algunos genes mitocondriales

involucrados en el metabolismo de acidos organicos exudados por las

raices en respuesta al estrés por Al:-

Las enzimas que intervienen en la cadena transporte electronico y en el ciclo
de los acidos tricarboxilicos (TCA) suelen alterarse cuando las plantas se
someten a distintos tipos de estrés. La toxicidad por metales, el estrés
oxidativo y el estrés por sequia (estrés hidrico) se sabe que inducen
numerosas reconfiguraciones metabdlicas con el fin de mantener la
produccion energética o modular el ambiente redox celular y la supervivencia
del organismo (Fedotcheva y col2006, Mailloux y co0l2007, Lemire y col2008,
Atkin y Macherel 2009). También se ha observado que diferentes
microorganismos, plantas y animales alteran la actividad de las enzimas
mitocondriales de la cadena de transporte electréonico en respuesta al estrés

por Al (Benitez y col 2008, Kumar y col 2008, Mailloux y col 2008). Algunos



aniones organicos, como por ejemplo, citrato, malato, malonato y oxalato,
estan directa o indirectamente involucrados en muchos procesos metabodlicos
y en la produccion de energia como productos intermedios en el ciclo de los

acidos tricarboxilicos (TCA).

Dado que uno de los mecanismos mas importantes de tolerancia en las
especies vegetales es la exudacion de malico y citrico por las raices, hemos
decidido aislar y caracterizar algunos genes relacionados con el metabolismo
de estos acidos. Muchas de las enzimas que intervienen en el metabolismo de
los acidos organicos tienen al menos dos formas distintas, una de localizacion
citosolica y otra de localizaciéon mitocondrial. El metabolismo mitocondrial es
muy importante para una variedad de procesos diferentes en las plantas
superiores, incluyendo la produccion de ATP, fotorrespiracion y la formacion
de precursores para la sintesis de aminoacidos (Moore y Beechey 1987, Douce
y Neuburger 1989, Reesap 1990, Raghavendra y col 1994). Igualmente, una
parte muy importante de la produccion de acidos organicos reside en la
mitocondria y, por tal motivo, hemos decidido aislar y caracterizar los genes
para dos enzimas mitocondriales de Malato Deshidrogenasa (ScMDHI1 y
SCMDH?2), un gen para una enzima de Citrato Sintasa (ScCS) y otro gen para

una enzima de Fumarasa (ScFUM).

2.2.1. Identificacion y caracterizacion de dos genes de Malato
Deshidrgenasa Mitocondrial (ScMDH1 y ScMDH2) en centeno:-

2.2.1.1. Aislamiento y secuenciacion de los genes ScMDH1 y ScMDH 2:-

A partir de las secuencias de los ADNc Os05g0574400 (OsMDHI1) y
0Os01g0649100 (OsMDH?2) de arroz, y AK250977.1 y AK252534.1 de cebada,
que codifican para las enzimas MDH1 y MDH2 mitocondriales, diseiamos dos
pares de “primers” en regiones conservadas con el fin de obtener los ADNc
correspondientes a dichos genes (ScMDH1 y ScMDH?2) en diferentes cultivares
de centeno. Uno de los cebadores “primers” fue disenado en una posicion
proxima al codon de inicio, mientras que el otro “primer” se disené en una

posicion proxima al codon de terminacion.

La amplificacion fue llevada a cabo utilizando como molde los ADNc de tres
cultivares tolerantes de centeno (Ailés, Imperial y Petkus) y la linea
consanguinea sensible (Riodeva) expuestos a aluminio durante 24 horas. Los
productos de PCR con un tamafno similar al esperado fueron clonados y

secuenciados siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos.



Las secuencias de ADNc de ambos genes de centeno ScMDHI y ScMDH?2 de
1029 pb y 1023 pb de longitud, respectivamente, fueron comparadas con los
ADNc de arroz Os05g0574400 (OsMDHI) y de cebada AK250977.1. La
identidad nucleotidica obtenida fue del 87% y 94% para arroz y cebada,
respectivamente, en el caso del ADNc de ScMDHI. En el caso del ADNc de
ScMDH?2, la comparacion con los ADNc de arroz Os01g0649100 (OsMDH2) y
de cebada AK252534.1, dio lugar a identidades nucleotidicas del 88% y 97%,

respectivamente.

Ademas, el ADN genomico del cultivar Ailés fue aislado a partir de parejas de
“primers” disefiadas en dos exones sucesivos para amplificar cada vez el intron
correspondiente. La posicion esperada de los intrones en centeno se defini6
por comparacion con las secuencias genémicas de los genes ortologos en
Brachypodium distachyon. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados y
se determino el inicio y el final de cada intron en centeno por comparaciéon con
la secuencia del ADNc del gen ScMDHI1 y del gen ScMDH?2 del cultivar de
centeno Ailés. Para ambos genes se obtuvo una estructura constituida por 7
exones y 6 intrones (Figura 4.8). El tamano de los intrones y exones de ambos

genes aparece indicado en la Figura 4.8.

Ex6n 1 Ex6n 7

Promotor “Downstream”
ScMDH1
1084 107 694 105 340 883 512 1094

Intrén 1 Intrén 6

Exon 1 Exon 7

Promotor
636 76 694 177 450 111 1416

Intrén 1 Intrén 6

Figura 4.8.Esquema de la estructura de los genes ScMDHI1 y ScMDH?2 de centeno. En
ambos casos existen siete exones (cajas rectangulares azules) y seis intrones (lineas
rojas que unen las cajas rectangulares).En el interior de las cajas se indica en
numero de pares de bases de cada ex6n y debajo de las lineas que unen las cajas se
indica la longitud en pares de bases de los intrones y de las regiones promotoras y
“downsteram” obtenidas hasta el momento.

Las regiones que estan aguas arriba (“upstream”) y aguas abajo
(“downstream”) de ambos genes (ScMDH1 y ScMDH?2) se obtuvieron disenando
un cebador en el primer ex6n de centeno y su pareja a partir de la secuencia
“upstream” de B. distachyon (region promotora) o bien un cebador en el ultimo
exon de centeno y su pareja en la region “downstream” de B. distachyon. Las
parejas de cebadores empleados se indican en el Apéndice I. El promotor y la
region “downstrem” del gen ScMDHI1 que conseguimos tenian 1084 pb y 1094

pb, respectivamente. La region ptomotora de del gen ScMDH2 que obtuvimos
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por este sistema tenia 636 pb en el cultivar Ailés. Sin embargo, no nos fue

posible conseguir por este método la region “downstream” de este gen en Ailés.

Mediante el uso del programar VISTA
(http:genome.lbl.gov/vista/rvista/about.shtml) fue posible estudiar Ila

identidad entre las secuencias de ADNc de los genes ScMDHI y ScMDH?2 de

centeno con las de ANDc de los genes ortdlogos de otras especies de Poaceas
(Figura 4.9) y con Arabidopsis thaliana como especie fuera de grupo mas
alejada filogenéticamente de centeno y de las Poaceas. En esta figura, las
regiones que presentan una identidad nucleotidica significativa se muestran
con segmentos mas oscuros. Resulta evidente que el gen mas similar a
ScMDH1 de centeno es el de trigo, seguido por el gen correspondiente de
cebada. En esta figura se pone de manifiesto la menor identidad del ADNc del
gen ScMDH1 de centeno y del gen equivalente de Arabidopsis thaliana. En el
caso del ADNc del gen ScMDH?2 el gen mas proximo equivalente u ortélogo
pertenece a cebada, seguido por el gen correspondiente en bambu. La menor
similitud en el caso del ADNc del gen ScMDH?2 corresponde a Arabidopsis
thaliana y soja. La secuencia de trigo no aparece en la comparaciéon por no

disponer de ella.

Las secuencias de ADNc obtenidas para ambos genes de centeno, como ya
hemos indicado, presentaban una longitud de 1029 pb y 1023 pb para
ScMDH1 y ScMDH?2, respectivamente. Las proteinas hipotéticas esperadas en
cada caso tienen una longitud 342 y 340 aminoacidos, respectivamente, con
unos pesos moleculares de 35.689,2 kDa y 35.440,8 kDa y unos puntos
isoeléctricos teodricos de 8,78 y 8,24; respectivamente. Las secuencias de
dichas hipotéticas proteinas fueron comparadas con las secuencias de
aminoacidos de otras enzimas de Malato Deshidrogenasas descritas en
diferentes especies de plantas. Estas comparaciones nos han permitido

estimar los porcentajes identidad y similitud.

La identidad hace referencia a los residuos idénticos compartidos en las
mismas posiciones por las dos secuencias comparadas, mientras que la
similitud tiene en cuenta ademas de las identidades las sustituciones de
aminoacidos que muestran propiedades quimicas similares (sustituciones
sinénimas), que pueden ser facilmente intercambiadas sin que la estructura
de las proteinas se vea afectada significativamente. Por tanto, habitualmente
la similitud siempre es mayor que la identidad. Los resultados de estas

comparaciones se presentan en la (Figura 4.10.)
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Figura 4.9. Comparacion de las identidades entre las secuencias de
ADNCc del gen ScMDH1 (parte superior) y del gen ScMDH?2 (parte inferior)
del centeno tolerante Ailés con las de otras especies de Poaceas y con
Arabidopsis thaliana y soja. Comparaciéon llevada a cabo con el
programa rVISTA. Ordenadas de arriba hacia abajo de mayor identidad
a menor identidad.

La proteina ScMDH1 deducida en centeno mostré unas identidades y
similitudes con las proteinas trigo, cebada, bambu, sorgo, maiz, arroz y
Arabidopsis bastante elevadas. La proteina de trigo fue la mas parecida con
un 93% de identidad y un 95% de similitud y la menos parecida fue la
proteina de Arabidopsis con un 42% de identidad y un 54% similitud. Para la
proteina ScMDH?2, los valores de identidad y similitud con la proteina de
cebada fueron los mayores (98% y 99%, respectivamente) pero los menores se
obtuvieron en la comparacion con la proteina de soja (85% y 93% de identidad

y similitud, respectivamente).
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Figura 4.10 Porcentajes de identidad y similitud entre las
secuencias de aminoacidos de las hipotéticas proteinas
codificadas por los genes ScMDH1 (parte superior) y ScMDH2
(parte inferior) de centeno con las de otras especies de
Poaceas y con Arabidipsis thaliana y soja. Ordenadas de
izquierda a derecha de mayor a menor identidad y similitud.

2.2.1.2. Localizacion cromosomica de los genes ScMDH1 y ScMDH2:-

Una vez obtenidas las secuencias de ADNc de los genes ScMDH1y ScMDH?2 de
los tres cultivares tolerantes (Ailés, Petkus e Imperial) y de la linea
consanguinea Riodeva y la secuencia de ADN gendémico (ADNg) de ambos
genes en el cultivar Ailés, nuestro siguiente objetivo fue localizar
cromosémicamente ambos genes en centeno. Para ello, se llevaron a cabo
amplificaciones empleando parejas de “primers” especificas de centeno de los
genes ScMDH1 y ScMDH2 (Apéndice I) disenadas a partir de la secuencia de
ADNCc del cultivar Imperial comparada con las secuencias del gen equivalente
en trigo. Las amplificaciones se realizaron utilizando como molde ADNg de las
lineas disomicas de adicion trigo-centeno (Chinese Spring- Imperial) 1R, 2R,
3R, 4R, SR, 6R y 7R, el trigo parental Chinese Spring, el anfiploide trigo-
centeno y el centeno parental Imperial (Figura 4.11). De esta manera
conseguimos localizar cromosomicamente el gen de ScMDH1 en el cromosoma
1R, y el gen ScMDH?2 en el brazo 3RL, ya que los fragmentos amplificados
especificos de centeno solamente se obtenian en el parental Imperial (centeno),

en el anfiploide trigo-centeno CS-I (que contiene todos los cromosomas de

[ 109




ambos parentales) y en la linea de adicion con el cromosoma 1R (en el caso del

gen ScMDH1) y en la linea de adiciéon 3R (en el caso del gen ScMDH?2).

ScMDH1

CS J IR 2R 3R 4R SR 6R 7R CS5-1 | M

M IR 2R 3R 3RS 4R 5R 6R /R CS CS-

Figura 4.11. Localizacién cromosémica de los genes ScMDHI y
ScMDH2 de centeno. Trigo (Triticum aestivum) parental Chinese
Spring (CS), centeno (Secale cereale) parental Imperial (I).
Anfiploide trigo-centeno (CS-I), lineas de adicién dis6émicas trigo-
centeno (Chinese Spring-Imperial) 1R, 2R, 3R, 4R, SR, 6R y 7R. M:
marcador de peso molecular (100 a 3000 pb).

2.2.1.3. Andlisis de la estructura secundaria y terciaria de las

proteinas ScMDH1 y ScMDH2 en centeno:-

Para predecir la estructura secundaria a partir de las secuencias de
aminoacidos de las hipotéticas proteinas ScMDHI1 y ScMDH2 empleamos
diversos programas informaticos. Todos los programas utilizados indicaron
que ambas proteinas presentan una estructura secundaria constituida por 12
regiones hélice a y 12 regiones lamina fB. La hipotética estructura secundaria
de las proteinas fue obtenida mediante la utilizacion del programa PSIPRED

v3.0 (http:/ /biocinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Figura 4.12).

Con el fin de crear un modelo tridimensional de las proteinas aisladas
(ScMDH1 y ScMDH2 de centeno) esta aplicacion funciona mediante el empleo
del programa SWISS-MODEL (ver Material y Métodos). Este programa es capaz
de construir un modelo tridimensional en base a la identidad de la secuencia
de aminoacidos entre la proteina estudiada y otra proteina cuya estructura

tridimensional ya ha sido descrita experimentalmente.
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Para desarrollar el modelo de la proteina de estudio, el programa lleva a cabo
cuatro pasos principales: identificacion del patron, alineamiento de la proteina
de estudio con el patron, construccion del modelo y evaluacion del modelo
obtenido. SWISS-MODEL presenta una biblioteca de patrones obtenidos de la
Base de Dtos de Porteinas (Protein DataBase, PDB), que realiza una busqueda
de homologia de la proteina estudiada, alineandola en una forma similar al

patron.

Si la identidad en la secuencia de aminoacidos entre ambas proteinas supera
el 50%, el modelo se genera automaticamente y no es necesario que el usuario
lleve a cabo ajustes sobre el modelo obtenido. La evaluacion de la fidelidad del
modelo obtenido es el paso mas importante en la generacion de modelos
basados en homologia. En este sentido, el programa SWISS-MODEL dispone de
diversas herramientas para valorar numerosos aspectos relacionados con la
fiabilidad del modelo: Anolee (Melo y col, 1998), ProQres (Wallner y col, 2005),
QMEAN (Benkert y col, 2008), DFire (Zhou y col, 2002), VERIFY3D (Eisenberg
y col, 1997), Grom (van Gunsteren y col, 1996), PROCHECK (Laskowsky y col,
2005), PROMOTIF (Hutchinson y col, 1996) y DSSP (Kabsch y col, 1983).

Con el fin de construir un modelo tridimensional para las proteinas ScMDH I
y ScMDH2 de centeno, las secuencias de aminoacidos de ambas proteinas
fueron introducidas en el programa SWISS-MODEL. Este programa identifico
como patron las proteinas Malato Deshidrogenasa 1 y 2 1smkH de Citrullus
lanatus (con una resolucién de 2.50 A) descritas por Cox, B. (2005). Los
porcentajes de identidad a nivel de la secuencia de aminoacidos entre estas
proteinas y las proteinas estudiadas en este trabajo (ScMDHI y ScMDH2),
fueron del 67.4 % y 68.9 % para ScMDHI1 y ScMDH?2, respectivamente. Como
dijimos anteriormente los modelos obtenidos revelaron una estructura basada
en 12 hélices a y 12 laminas [ para ambas proteinas. El resultado fue
evaluado utilizando las herramientas descritas. Obteniendo altos valores de
fiabilidad. El modelo proteico para ScMDHI1 y ScMDH?2 de centeno (cultivar

Petkus) visto mediante el software Jmol (www.jmol.org) se muestra en la

(Figura 4.13.) Todos los programas de prediccion de localizacion subcelular
utilizados indican que ambas proteinas, SCMDHI y ScMDH2, son de

localizacion mitocondrial coincidiendo con lo esperado.
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Figura 4.12. Estructura secundaria obtenida con el software de PSIPRED v3.0
(http:/ /bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para las hipotéticas proteinas ScMDH1 y
ScMDH2 de centeno. En ambos casos la estructura secundaria es muy
semejante y esta constituida por 12 regiones a hélice y 12 regiones laminap.

MDH1 MDH2

Figura 4.13. A la izquierda la hipotética estructura terciaria de SCMDH1 y
a la derecha la de ScMDH2 del cultivar Petkus. Estructura terciaria
obtenida con el programa SWISS-MODEL. En ambos casos la estructura
terciaria es muy semejante. La proteina de la base de datos del Protein
DataBase (PDB) que presenté mayor similitud con las nuestras (67.4 % y
68.9 % para ScMDH1 y ScMDH2, respectivamente) fue 1smkH de Citrullus
lanatus (con una resoluciéon de 2.50 A).

2.2.1.4. Anadlisis de la expresion de los genes ScMDH1 y ScMDH2:-

Hemos estudiado los cambios en la expresion de los mensajeros de los genes
ScMDH1 y ScMDH?2 mediante PCR cuantitativa en tiempo real en raices y en
hojas del cultivar Petkus (tolerante) y de la linea consanguinea Riodeva

(sensible,) a diferentes tiempos de tratamiento con Al y a distintas
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concentraciones. Todos los tratamiento se llevaron a cabo en medio de cultivo
hidropoénico a pH acido (pH = 4.0 = 0.1). En los tratamientos a distintos
tiempos (4, 8, 12 y 24 horas) la concentracion utilizada fue de 300 uM. En los
tratamientos a distintas concentraciones (25, 50, 100 y 300 puM) el tiempo
utilizado en todos los casos fue de 12 horas. En los estudios de la expresion
en las raices se empleo como comparaciéon o control las raices del tratamiento
sin Al (tiempo O horas) al que se le asigno el valor 1. En el caso de los cambios
en las hojas también se compar6 con las hojas sin Al a las que se les asigno el
valor 1. Como nivel de referencia y comparacién se empleé en todas las PCR
cuantitativas el ARN ribosomico 18S de las muestras tratadas y de los

controles a diferentes tiempos y a diferentes concentraciones de aluminio.

2.2.1.4.1. Cambios en las cantidades del ARN mensajero del gen
ScMDH1.-

En primer lugar, analizaremos los cambios en los niveles de mensajeros del
gen ScMDH1 en el cultivar tolerante (Petkus). Los resultados estan resumidos
en la Figura 4.14 Ay C. En las raices de Petkus (barras de color azul en la
grafica) se produce una disminucion significativa de los niveles del transcrito
de ScMDH1 como consecuencia del tratamiento con Al (Figura 4.14 Ay C). A
las 4 horas a 300 uM tenemos cuatro veces menos (0,22), a las 8 horas ocho
veces menos (0,12), a las 12 horas seis veces (0,17) y a las 24 horas de
tratamiento cuatro veces menos (0,22) que en el caso sin Al. De forma
semejante, en los tratamientos durante 12 horas de las raices de Petkus a
distintas concentraciones (Figura 4.14 C) observamos una disminucion de la
cantidad de los mensajeros de ScMDH 1. Disminucion de cuatro veces (0,24) a
25 uM, de cinco veces (0,19) a 50 uM, a cuatro veces (0,25) al00 uM y de seis
veces (0,17) a 300 uM. No parece que el aumento en el nimero de horas de
exposicion o en la concentracién produzca una reduccion mas significativa de

la cantidad de mensajero de ScMDH 1 en las raices.

Los datos obtenidos a partir de las hojas (barras de color rojo en la Figura
4.14 Ay C) de Petkus muestran que los niveles del mensajero de ScMDH I
aumentaron significativamente a medida que aumentan las horas de
tratamiento con Al a 300 uM. A las 12 horas casi se ha duplicado (1,87) y a las
24 horas hay tres veces y media (3,55) mas que en el caso sin Al. Sin
embargo, a las 4 horas ha disminuido tres veces (0,34) la cantidad y a las 8
horas tenemos casi lo mismo (0,94) que sin Al. Sin embargo, la cantidad del

mensajero de ScMDHI en las hojas de Petkus (tolerante) a 12 horas de



tratamiento y diferentes concentraciones de Al (Figura 4.14 A y C, barras de
color rojo) a 25 uM aumenta dos veces (2,26), a 50 uM es algo mayor (1,872), a
100 uM disminuye algo (0,72) y a 300 uM vuelve a ser casi el doble (1,87). Por
tanto, en las hojas de Petkus los tratamientos con Al parece que tienden a
aumentar la expresion de ScMDHI aunque no de una forma intensa

(aproximadamente se duplica).

En segundo lugar, en las raices del cultivar sensible Riodeva (barras de color
azul), tal y como se muestra en la Figura 4.14 B y D, la cantidad del
mensajero del gen ScMDHI1 también disminuye como consecuencia del
tratamiento con Al en el medio hidroponico a una concentracion de aluminio
de 300 uM. A las 8 horas ha disminuido a la mitad (0,46), a las 12 horas
sigue en la mitad (0,48) y a las 24 horas ha disminuido tres veces (0,33) con
respecto al caso sin Al. Ademas, la cantidad relativa del mensajero del gen
ScMDH 1 en las raices del cultivar sensible (Riodeva) a 12 horas de tratamiento
pero con diferentes concentraciones de aluminio sigue la misma tendencia. La
cantidad se reduce alrededor de la mitad (0,46) a 50 uM y (0,48) a 100 uM con

respecto al caso sin Al.
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Figura 4.14. Cantidad relativa el mensajero del gen ScMDH1 en raices (barras
de color azul) y hojas (barras de color rojo) del cultivar tolerante Petkus (A y C,
mitad izquierda) y de la linea consanguinea sensible Riodeva (B y D, mitad
derecha) a distintos tiempos (4, 8, 12 y 24 horas) con una concentracion de
300 puM y a distintas concentraciones (25, 50, 100 y 300 uM ) a 12 horas de
tratamiento.

En el caso de la hojas (barras de color rojo) a una concentracion de 300 uM,

se observo que la cantidad relativa del mensajero del gen ScMDHI1 se reduce

casi a la mitad (0,57) tras 8 horas y sigue siendo menor (0,71) que en el caso
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sin Al a las 6 12 horas, alcanzando finalmente, a las 24 horas, el mismo nivel

(1,06) que las muestras que no fueron expuestas a aluminio.

Ademas, como se muestra en la Figura 4.14 D, la transcripcion del gen
ScMDH]1 a las 12 horas en las hojas del cultivar Riodeva disminuy6 tras el
tratamiento de las plantas con diferentes concentraciones de aluminio. Cae a
la mitad (0,53) a 50 puM, disminuye tres veces (0,31) a 100 uM y a 300 uM

sigue siendo algo inferior (0,71) que en el caso sin Al.

2.2.1.4.2 Cambios en las cantidades del ARN mensajero del gen
ScMDH2:-

Por otro lado, en el caso del ARN mensajero del gen ScMDH?2, tal y como se
muestra en la Figura 4.15 A, las cantidades relativas del ARN en las raices
(barras de color azul) del cultivar tolerante Petkus disminuyen
significativamente con respecto al caso sin Al tras 4 horas (0,27; cuatro veces),
8 horas (0,13; ocho veces), 12 horas (0,18; seis veces) y 24 horas (0,28;
alrededor de cuatro veces) de exposicion a aluminio a una concentracion de
300 uM. En el caso de la exposicion a diferentes concentraciones de aluminio
durante 12 horas, las cantidades del ARN mensajero del gen ScMDH?2 en las
raices (barras azules) de Petkus también bajan de forma significativa (Figura
4.15 C) con respecto al caso sin Al. A la concentracion de 25uM (0,26) se
reduce cuatro veces, a 50 uM (0,25) disminuye también cuatro veces, a 100

uM (0,33) baja tres veces y, por ultimo a 300 uM (0,18) disminuye seis veces.

En el caso de las hojas (barras de color rojo) de Petkus, la cantidad del ARNm
del gen ScMDH?2 aumento6 gradualmente a 300 uM de Al tras 4 horas (0,63), 8
horas (1,37), 12 horas (1,68) para llegar a ser significativo a las 24 horas
(2,59, dos veces y media (Figura 4.15 A). Cuando las plantas de Petkus fueron
tratadas a diferentes concentraciones de aluminio a 12 horas, no se
observaron cambios significativos importantes en las cantidades relativas del
ARNm del gen ScMDH2 (Figura 4.15 C). Por tanto, parece que se produce un
induccion moderada (aumento al doble) en las hojas del cultivar tolerante

(Petkus) a las 24 horas y 300 uM de Al

En el caso de la expresion de ScMDH2 en las raices (barras de color azul) del
cultivar sensible Riodeva (Figura 4.15 B), se detectaron cambios significativos
en la cantidad de ARNm a distintos tiempos y 300 uM con respecto al caso sin
Al. Los resultados indican una moderada represion (disminucion en la

cantidad de ARNm) tras 8 horas (0,39; disminucion de dos veces y media), 12



horas (0,31; disminucion de tres veces) and 24 horas (0,30; disminucion de
tres veces). Ademas, a diferentes concentraciones de aluminio durante 12
horas de exposicion, se observd la misma tendencia en la expresion de
ScMDH?2 en raices (barras de color azul) del cultivar sensible Riodeva, se
produce una disminucion en las cantidades de ARNm del gen ScMDH2 con
valores de 0.26 (descenso de cuatro veces) y 0.17 (descenso de seis veces),

para concentraciones de S0 uM y 100 uM, respectivamente (Figura 4.15 D).
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Figura 4.15. Cantidad relativa el mensajero del gen ScMDH2 en raices
(barras de color azul) y hojas (barras de color rojo) del cultivar tolerante
Petkus (A y C, mitad izquierda) y de la linea consanguinea sensible Riodeva
(B y D, mitad derecha) a distintos tiempos (4, 8, 12 y 24 horas) con una
concentracion de 300 uM y a distintas concentraciones (25, 50, 100 y 300
uM) a 12 horas de tratamiento.

Al estudiar las cantidades de ARNm del gen ScMDH?2 en las hojas (barras de
color rojo) de Riodeva (sensible) no se observaron cambios significativos (en
ningun caso llega a duplicarse) a los diferentes tiempos y 300 uM con respecto
al caso sin Al (Figura 4.15 B). [8 horas (0.80), 12 horas (1.28), y 24 horas
(1.45)]. La tendencia para las cantidades de ARNm del gen ScMDH2 en las
hojas (barras de color rojo) del cultivar Riodeva a diferentes concentraciones
de aluminio a 12 horas se muestra en la Figura 4.15 D. Como puede
observarse, sigue un comportamiento similar al del el cultivar tolerante
Petkus, es decir, no se producen cambios significativos en la expresion,
obteniéndose valores de 1.72 y 0.78 a las concentraciones 50 uM y 100 uM,

respectivamente.
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En conclusion, en las raices, la transcripcion de los genes ScMDH1 y ScMDH2
de centeno, tanto en el cultivar tolerante (Petkus) como en la linea sensible
(Riodeva), disminuyo tras 24 horas de exposicion al aluminio a una
concentracion de 300 uM siendo el grado de disminuciéon (represion) mayor en
el cultivar tolerante que en el sensible. Ademas, se observo la misma
tendencia en las raices para ambos genes en los dos tipos de cultivares tras la
exposicion a diferentes concentraciones de aluminio (25uM, 50 uM, 100 uM)
durante 12 horas. Cabe destacar que el cultivar Petkus presenté una mayor
disminucion en la transcripcion de estos genes que el cultivar Riodeva, salvo

en el caso del ARNm del gen ScMDH2 a una concentracion de 100 uM.

Al comparar el nivel de transcripcion entre ambos genes, comprobamos que el
grado de disminucion es superior en el caso de ScMDH2 para el cultivar
Riodeva, mientras que en el cultivar Petkus el grado de disminucion es

superior en ScMDH1.

Por otro lado, en las hojas, la transcripcion de los genes ScMDHI1 y ScMDH?2
en el cultivar tolerante (Petkus) parece aumentar después de 24 horas de
exposicion a aluminio a una concentracion de 300 uM. Este grado de aumento
en el cultivar tolerante es mayor para ScMDHI1 que para ScMDH2. En el caso
del cultivar sensible, no se detectan cambios significativos en las hojas para
ambos genes. Ademas, en referencia a la exposicion a diferentes
concentraciones de aluminio (25uM, 50 uM, 100 uM) durante 12 horas en las
hojas, se observo que el ARNm de ScMDHI parece aumentar ligeramente
mientras que el ARNm de ScMDH?2 no parece cambiar. En las hojas de Riodeva
la expresion de ScMDH1 parece disminuir, mientras que la de ScMDH2 no
varia. Otras comparaciones importantes son la cantidad relativa de
mensajeros en raices y en hojas, ya que nos permiten saber en cual de los dos
tejidos se expresa mas intensamente el ARNm estudiado. Ademas, también
son muy importantes las comparaciones de las cantidades relativas de ARNm
entre el cultivar tolerante (Petkus) y la linea sensible (Riodeva), ya que nos
indican si el cultivar tolerante posee antes de estar en contacto con el Al una
mayor o menor cantidad de los ARNm estudiados y si después del tratamiento
con Al se mantienen esas diferencias. Estas comparaciones las llevaremos a
cabo para todos los ARNm de los genes estudiados al mismo tiempo mas

adelante.



2.2.1.5. Relaciones filogenéticas detectadas comparando las secuencias de
nucledtidso de los ADNc y de las proteinas codificadas por ScMDH1 y ScMDH2

con las de otras especies de Podceas:-

Para confirmar que los genes de ScMDH1 y ScMDH2 de centeno aislados son
los ortologos de los genes de malato deshidrogenasa mitocondrial de arroz y
cebada (que fueron empleados para el diseno de los “primers” utilizados para
amplificar en centeno), estudiamos las relaciones filogenéticas entre estos
genes y otros genes de Poaceas que se encuentran disponibles en las bases de
datos del NCBI. Una vez que identificamos y caracterizamos ScMDHI y
ScMDH?2, llevamos a cabo la busqueda de secuencias homologas a la Malato
Deshidrogenasa mitocondrial de otras especies de Poaceas mediante la
aplicacion GenBank BLAST. Analizamos las relaciones filogenéticas entre los
ADNCc y las secuencias aminoacidicas de ambos genes de centeno y los ADNc y
las secuencias aminoacidicas de otras Poaceas (cebada, arroz, trigo, maiz,

sorgo y bambui) empleando el programa MEGA 5.05 (Tamura y col 2007).

En todos los casos, se emplearon tres métodos de agrupamiento (Neighbour
Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y once modelos distintos de
analisis para las secuencias de nucleotidos (N° of differences, p-distance,
Poisson, Maximum Composite Likelihood, Jukes-Cantor, Tajima Nei, Kimura 2-
parameter, Tamura 3-parameter, General Time Reversible, Tamura Nei y
Hasegawa-Kishino-Yano). En el caso de las secuencias de nucleo6tidos de los
ADNCc se obtuvieron un total de 33 (3 x 11) dendrogramas para cada gen. De
igual forma, para la comparacion de las secuencias de aminoacidos de las
proteinas hipotéticas codificadas por ambos genes, se utilizaron tres métodos
de agrupamiento (Neighbour Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution)
y nueve modelos distintos de analisis de las secuencias de aminoacidos (N° of
differences, p-distance, Poisson, Equal input, Dayhoff, Jones-Taylor-Thornton
(JTT), Dayhoff model with Freqgs. (+F), WAG model, WAG with Fregs. (+F)). Por
tanto, en las comparaciones de proteinas se obtuvieron un total de 27 (3 x 9)
dendrogramas para cada uno de los genes estudiados. En todos los casos se
utilizé el programa “Mega 5.05” (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(Tamura y col2011) para obtener todos los dendrogramas. El valor de
“Bootstrap” empleado en todos los casos fue 10.000.

En todos los casos, los diferentes dendrogramas obtenidos para el mismo gen
con distintos métodos de agrupamiento y con diferentes estimadores de los
cambios nucleétidicos o, en su caso, de los cambios de aminoacidos, tenian la

misma estructura. Es decir, siempre mostraban los mismos agrupamientos



(“cluster”) y subagrupamientos (“subcluster’). Ademas, los valores de
“bootstrap” obtenidos en todos los casos fueron bastante elevados, indicando
que los dendrogramas obtenidos y los “clusters” y “subclusters” observados
son bastante consistentes. En la (Figura 4.16) estan los dendrogramas

obtenidos conlos ADNc y proteinas de ambos genes.
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Figura 4.16: Parte superior: Dendrograma conseguido con las secuencias de los ADNc (ARNm) de los genes
ScMDH1 y ScMDH2 en diversas especies de Poaceas. El método de agrupamiento utilizado ha sido Neighbour
Joining y estimador de cambios nucleotidicos empleado fue el N° de diferencias (N° of differences). “Bootstrap” de
10.000 réplicas. Parte inferior: Dendrograma obtenido con las secuencias de aminoacidos de las proteinas
hipotéticas de los genes ScMDHI y ScMDH2 en diversas especies de Poaceas. El método de agrupamiento
utilizado ha sido Neighbour Joining y el estimador de cambios de aminoacidos empleado fue el N° de diferencias
(IN° of differences). “Bootstrap” de 10.000 réplicas. Las lineas de color verde senalan el agrupamiento del ScMDH 1
y las de color rojo el de ScMDH2. Los circulos de color rojo indican la secuencia de arroz de partida y los rombos
de color verde la secuencia de cebada. Con texto en color azul se senalan las secuencias obtenidas en esta tesis.
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En la (Figura 4.16) se representan los dendrogramas obtenidos con las
secuencias de los ADNc de ambos genes (Parte superior) y con las secuencias
de aminoacidos de las proteinas (Parte inferior). En ambos arboles se observa
la misma estructura de “clusters” y “subclusters”. Aparece un agrupamiento
para el gen ScMDH1 o en su caso la proteina y otro agrupamiento para el gen
ScMDH?2 o para su proteina. Las secuencias de centeno se agrupan en el
mismo subgrupo o “subcluster” con las de otras Triticineas, como trigo y

cebada. En otro “subcluster” se encuentran maiz y sorgo.

La filogenia obtenida para ambos genes ScMDH1 y ScMDH?2 es congruente: las
secuencias mas cercanas a la de centeno son las de trigo y cebada.
Brachypodium distachyon (especie modelo) esta mas proximo a trigo, centeno y
cebada que arroz. Las siguientes especies mas proximas a trigo, centeno y
cebada son bambu y arroz y, por ultimo, maiz y sorgo estan mas alejados. El
dendrograma obtenido apoya que los genes ScMDHI1 y ScMDH?2 aislados en
centeno son ortélogos de los genes MDH correspondientes de arroz y cebada

empleados para disenar los cebadores y obtener sus equivalentes en centeno.

El gen ScMDHI1 es ortologo del gen OsMDHI1 de arroz (situado en el
cromosoma S5) y el gen ScMDH2 es ortélogo del gen OsMDH2 de arroz
(localizado en el cromosoma 1). Ademas, ambos genes (ScMDHI1 y ScMDH?2)
son paralogos en centeno y proceden de un gen ancestral que se duplico antes
de la aparicion de la familia de las Poéaceas. Ademas, como veremos la
localizacion del gen ScMDHI1 en el cromosoma 1R de centeno coincide con lo
esperado por las relaciones de sintenia entre los cromosomas de centeno, trigo

y arroz.

2.2.1.6. Diversidad molecular en centeno y en Podceas:-

También hemos obtenido las secuencias de los ADNc de ambos genes ScMDH 1
y ScMDH2 en tres cultivares de centeno tolerantes (“Ailés”, “Imperial” y
“Petkus”) y en la linea consanguinea sensible (“Riodeva”). Con estas
secuencias hemos estimado varios parametros de variabilidad en Secale
cereale con el programa DnaSP v5 (Tablas 4.5 y 4.6). Ademas, hemos
analizado la variabilidad de los genes ScMDH1 y ScMDH2 comparando varias

especies de Poaceas (Tabla 4.7).

De los dos genes analizados en centeno, el gen ScMDHI es bastante mas
variable que el ScMDH?2. El numero de sitios variables polimorficos (SNPs) y la

diversidad nucleotidica (1) en ScMDH 1 fueron 21 y 0,00933 y para ScMDH?2 3



y 0,00147, respectivamente. E1 ADNc del gen ScMDH1 se detect6 variabilidad
en seis de los siete exones (el exon 4 no presenté SNPs), mientras que en el
ADNCc del gen ScMDH?2 solamente se observo variacion en el exéon 7 (Tablas 4.5
y 4.6). El nimero de cambios sindonimos fue mayor que el de cambios no
sinénimos para ambos genes.

Tabla 4.5. Variabilidad detectada entre diferentes genotipos o cultivares de centeno (tres

cultivares y una linea consanguinea) en los ADNc del gen ScMDH 1. Analizada por exones y para
el ADNc completo. Del cultivar Ailés se han analizado dos secuencias.

ScMDH 1 Ex 1 Ex 2 Ex 3 Ex4 Ex 5 Ex 6 Ex 7 ADNc
N° total de secuencias 5 5 5 5 5 5 5 5
(cultivares)
N° total de posiciones o sitios 243 174 169 62 125 118 138 1029
Indels (Inserciones/deleciones) 0 0 0 0 0 0 0 0
Sitios invariables (monomérficos) 236 170 167 63 122 114 137 1008
Sitios variables (polimorficos) 7 4 2 0 3 4 1 21
(SNPs)
Sitio variable (singleton) 6 2 2 0 1 4 0 15
Sitios variables parsiménicos 1 0 0 1 6
Numero de haplotipos, h 5 4 0 2 5
Diversidad haplotipica 1 0,9 0,7 0 0,8 0,7 0,6 1
Diversidad nucleotidica, mt 0,01235 0,01149 0,00473 O 0,01280 0,01356 0,00435 0,00933
N° total cambios sinénimos 4 3 1 0 2 3 1 14
N° total cambios no sinénimos 3 1 1 0 1 1 0 7

Tabla 4.6. Variabilidad detectada entre diferentes genotipos o cultivares de centeno (tres
cultivares y una linea consanguinea) en los ADNc del gen ScMDH?2. Analizada por exones y para
el ADNc completo.

ScMDH2 Ex 1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 ADNc
N° total de secuencias (cultivares) 4 4 4 4 4 4 4 4
N° total de posiciones o sitios 237 173 169 62 125 117 138 1023
Indels (Inserciones/deleciones) 0 0 0 0 0 0 0 0
Sitios invariables (monomoérficos) 237 173 169 63 125 117 138 1020
Sitios variables (polimorficos) (SNPs) 0 0 0 0 0 0 3 3
Sitio variable (singleton) 0 0 0 0 0 0 0 3
Sitios variables parsiménicos 0 0 0 0 0 0 3 0
Numero de haplotipos, h 0 0 0 0 0 0 4 4
Diversidad haplotipica 0 0 0 0 0 0 1 1
Diversidad nucleotidica, 1t 0 0 0 0 0 0 0,01064 0,00147
N° total cambios sinénimos 0 0 0 0 0 0 2 2
N° total cambios no sinénimos 0 0 0 0 0 0 1 1

También analizamos la variabilidad en diferentes especies de Poaceas para los
ADNc de ambos genes. En este caso, se observa una ligera mayor variacion
para el ADNc de ScMDH?2 (312 SNPs y 0,11932 de diversidad nucleétidica) que
para el ADNc de ScMDH1 (291 SNPs y 0,11653 de diversidad nucleotidica). El
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numero de cambios sinonimos es mayor en ambos genes que el de cambios
no sinonimos. Siendo ademas ambos parametros mayores para ScMDH2 que
para ScMDH1 (Tabla 4.7). En cualquier caso, la variabilidad observada cuando
se comparan distintas especies de Poaceas es muy superior a la detectada en
la comparacion de muestras de centeno. Ademas hay que tener en cuenta que
solamente hemos analizado cuatro muestras de centeno y que las especies de
Poaceas estudiadas han sido entre 7 y 9 seguin el gen analizado.

Tabla 4.7. Variabilidad detectada en los ADNc

completos de los genes ScMDHI y ScMDH2

entre diferentes especies de Poaceas (incluida

centeno). Parametros de diversidad genética
estimados con el programa DnaSP v5.

Poaceas ScMDH1 ScMDH2
N° total de secuencias 7 9
N° total de posiciones o sitios 1029 1044
Indels (Inserciones/deleciones) 3 1
Sitios invariables (monomérficos) 729 703
Sitios variables (polimoérficos) (SNPs) 291 312
Sitio variable (singleton) 178 150
Sitios variables parsimoénicos 113 162
Numero de haplotipos, h 7 9
Diversidad haplotipica 1 1
Diversidad nucleotidica, 1t 0,11653 0,11932
Conservacion secuencia 0,716 0,691
N° total cambios sinénimos 230 248
N° total cambios no sinénimos 56 60

2.2.2 Identificacion y caracterizacion de la Citrato Sintasa (CS)

mitocondrial de centeno:-

2.2.2.1. Identificacion y secuenciacion del gen ScCS:-

En Arabidopsis y arroz, se han identificado dos genes que codifican para la
Citrato Sintasa mitocondrial: el gen AtCS (citrato sintasa 4, At2g44350 de
Arabidopsis, que es homologo del gen Os11g0538900 de arroz) y el gen CSY5
(citrato sintasa 5, At3g60100 de Arabidopsis, que es homologo del gen
0Os02g0194100 de arroz). Llevamos a cabo una busqueda de secuencias
homologas de estos genes mediante la aplicacion GenBank BLAST con el
objeto de determinar si ha sido identificada previamente una secuencia génica
homologa a las secuencias de algunas especies pertenecientes a la tribu

Triticeae. Aunque no se ha descrito ninguna secuencia homologa a la del gen



OsCSY5 de arroz en esta tribu, se encontro en la base de datos del NCBI una
secuencia de cebada [FLbaf5f16 clon (AK248736)] que mostraba un alto grado
de identidad y similitud con la del gen OsCSY5 de arroz.

Para aislar el ADNc correspondiente a este gen de citrato sintasa (OsCSY5) en
centeno, se diseld0 una pareja de “primers” en regiones altamente conservadas
de las secuencias del gen en arroz (OsCSY35) y el clon de cebada (FLbaf5f16,
AK248736). Uno de los “primers” fue disenado en una posicion proxima al
codon de iniciacién y el otro, proximo al codén de terminacion a fin de
conseguir la amplificacion del ADNc completo (de la region codificante). La
amplificacion fue llevada a cabo a partir de ADNc obtenidos después de la
exposicion de las raices a 24 horas de tratamiento con Al. Se utilizaron tres
cultivares tolerantes de centeno (Ailés, Imperial y Petkus) y la linea
consanguinea sensible Riodeva. Los productos de PCR con un tamano similar
al esperado fueron clonados y secuenciados siguiendo el procedimiento
descrito en Materiales y Métodos Asimismo, el ADN genémico (ADNg) del
cultivar Ailés fue aislado a partir del disefio de parejas de “primers” especificas
para cada intron. Estas parejas de “primers” fueron disenadas comparando la
secuencia del ADNc del gen de citrato sintasa en centeno (ScCS) con el ADNg
(genomico) del gen de citrato sintasa equivalente (BdCS) en Brachypodium

distachyon.

Los resultados obtenidos indicaron que el gen ScCS de centeno esta formado
por 19 exones y 18 intrones (Figura 4.17). Ademas, todos los programas de
prediccion de localizacion subcelular utilizados indicaron que se trataba de
una proteina mitocondrial. La region codificante del gen ScCS 1416 pb de
longitud en las cuatro muestras de centeno analizadas (los tres cultivares

“Ailés”, “Imperial” y “Petkus”, y la linea “Riodeva”).



H 19 Exones : 18 Intrones

Figura 4.17. Esquema del gen ScCS del cultivar de centeno Ailés. Las
cajas de color rojo son los 19 exones y los rectangulos de color azul
los 18 intrones. Los nuimeros de color negro situados sobre los
exones indican el tamano de cada ex6n en pares de bases. Los
numero blancos en el interior de los intrones indican el tamafio en
pares de bases de cada intrén.

La secuencia del gen ScCS de centeno se compard con la secuencia del clon
AK248736 de cebada y con las secuencia de los genes de arroz OsCSY5
(0Os02g0194100, citrato sintasa 5) y OsCSY4 (Os11g0538900, citrato sintasa
4) encontrandose valores de identidad muy elevados (Figura 4.18). Igualmente
también se comparéd la secuencia de la hipotética proteina de centeno con las
de las proteinas de estos tres genes (AK248736, OsCSY5 y OsCSY4)
obteniendo las siguientes identidades y similitudes del 96.79 y 97.13%, 88.01
y 88.22%, y 87.94 y 88.15%, respectivamente (Figura 4.19). También
comparamos las secuencias de los ADNc de las cuatro muestras de centeno

estudiadas (cuatro alelos) encontrado una identidad del 99.62%.

Mediante el uso del programa rVISTA

(http:/ /genome.lbl.gov/vista /rvista/about.shtml) comparamos las identidades

entre la secuencia del ADNc del gen ScCS de centeno del cultivar Ailés y las
secuencias de ADNc de genes equivalentes en seis especies de Poaceas (trigo,
cebada, B. distachyon, arroz, maiz y sorgo) (Figura 4.18). En esta Figura
(4.18), las regiones que presentan una homologia nucleotidica significativa se
muestran como segmentos mas oscuros y resulta evidente que el gen mas
parecido o con mayor identidad al gen ScCS de centeno es el de trigo, seguido
del gen de cebada. Igualmente, se puede observar una menor identidad del

gen ScCS con los genes mas semejantes de sorgo y maiz.
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Figura 4.18. Comparacion de las identidades entre las secuencias de ADNc
del gen ScCS del centeno tolerante Ailés con las de otras especies de
Poaceas. Las secuencias indicadas como arroz I y II son la de los genes
OsCSY5 y OsCSY4, respectivamente. Las secuencias de maiz indicadas
como maiz I y maiz II, son ZmCSY5 y ZmCSY4, respectivamente.
Comparacion llevada a cabo con el programa rVISTA. Ordenadas de arriba
hacia abajo de mayor identidad a menor identidad.

Las cuatro secuencias de ADNc obtenidas (Ailés, Imperial, Petkus y Riodeva)
presentaban una region codificante de 1419 pb. La proteina hipotética
codificada contiene 472 aminoacidos, tiene un peso molecular estimado que
oscila entre los 52,56 y 52,62 kDa, un punto isoeléctrico tedrico que varia
entre 6,65 y 6,88 y un dominio proteico caracteristico de la citrato sintasa
(Citrate_synt, pfam00285). Las secuencias de dichas proteinas hipotéticas de
centeno fueron comparadas con las secuencias de otras citrato sintasas
mitocondriales descritas en diferentes especies vegetales. Esta comparacion se
llevo a cabo con los porcentajes de identidad y similitud suministrados por la
base de datos del NCBI cuando se lleva a cabo una busqueda y alineamiento
mediante la opcion BLAST. Los resultados de dichas comparaciones se
muestran en la (Figura 4.19.) Se han escogido para la comparacion las
secuencias de cebada (AK248736) y de arroz (OsCSYJ5) utilizadas para disenar
los “primers” y otra de arroz de citrato sintasa y dos de Arabidopsis thaliana.
Los porcentajes de identidad y similitud en la secuencia de aminoacidos entre
la proteina hipotética de centeno y las secuencias AK248736 de cebada,
OsCSY5 y OsCS de arroz fueron: 99.58 a 99.79%, 94.07 a 94.49% y 93.43 a
93.86%, respectivamente, tal y como se muestra en la (Figura 4.19.) Como era
de esperar la semejanza con las proteinas de citrato sintasa de Arabidopsis

fue inferior, aunque también muy elevada (valores superiores al 75%).
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M % Similitud
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H. vulgare 0. sativa 0. sativa Z. mays A thaliana A thaliana
(AK248736) {OsCSYS5) {0sCS) (ACF21863) (ATCS) (CSY5)

Figura 4.19 Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de
aminoacidos de la hipotética proteina codificada por el gen ScCS de
centeno y las secuencias de las proteinas otras especies de Poaceas y
de Arabidipsis thaliana . Ordenadas de izquierda a derecha de mayor a
menor identidad y similitud.

2.2.2.2. Localizaciéon cromosomica del gen ScCS:-

Con la finalidad de localizar el gen ScCS, llevamos a cabo amplificaciones
empleando parejas especificas de “primers” de centeno (Apéndice I) con el ADN
genomico de las lineas disomicas de adicion y ditelosomicas trigo-centeno
Chinese Spring (CS) — Imperial (I). El producto de amplificacion especifico de
centeno fue detectado en el centeno Imperial, en el anfiploide CS-I que tiene
todos los cromosomas de trigo y centeno, y en la linea de adicion 6R. En la
linea de adicion ditelosémica 6RS, al igual que en el resto de lineas de adicion

disomicas, no se observo el fragmento especifico de centeno (Figura 4.20). Por

tanto, el gen ScCS de centeno se encontraria en el brazo 6RL.
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Figura 4.20. Localizacion cromosomica del gen ScCS de centeno.
Trigo (Triticum aestivum) parental Chinese Spring (CS), centeno
(Secale cereale) parental Imperial (I). Anfiploide trigo-centeno (CS-I),
lineas de adicion disémicas trigo-centeno (Chinese Spring-Imperial)
1R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R y 7R. Linea ditelosémica de adicién 6RS y
Anfiploide CS-1. M: marcador de peso molecular (100 a 3000 pb).
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2.2.2.3. Anadlisis de las estructuras secundaria y terciaria de la

proteina ScCS en centeno:-

Las estructuras secundarias de las proteinas hipotéticas de centeno fueron
obtenidas utilizando el servidor para la predicciéon de estructuras proteicas

PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). El dominio CS (citrato sintasa)

presenta 23 regiones en o-hélice y 3 regiones en lamina B (Figura 4.21). La
comparacion de las cuatro proteinas hipotéticas de centeno obtenidas (cuatro
alelos) en este estudio dio lugar a la deteccion inicamente de 4 substituciones
de aminoacidos. Al compararlas con las secuencias de cebada (AK248736) y
arroz (OsCSY5 y OsCS) encontramos 5, 30 y 33 substituciones de
aminoacidos, respectivamente. El programa PSIPRED (ver Material y Métodos)
predijo basicamente la misma estructura secundaria para todas las proteinas
analizadas y no detectdé ningin cambio significativo en la estructura

secundaria de estas proteinas.

Para crear un modelo tridimensional de la proteina hipotética de centeno ScCS
se utilizo el programa SWISS-MODEL (ver Material y Métodos). Este programa
identific6 como patron para todas las secuencias de citrato sintasa
mitocondrial de centeno una citrato sintasa de Gallus gallus (con una
resolucién de 2.00 A) descrita por Remington y col (1982). En todos los casos
el porcentaje de identidad en la secuencia de aminoacidos fue del 60%. Todos
los modelos obtenidos tenian 23 dominios a-hélice y 3 regiones en lamina  y
fueron evaluados empleando las herramientas mencionadas previamente en
este trabajo, obteniendo altos valores de confianza. El modelo proteico
generado para la proteina ScCS de centeno (cultivar Petkus) visto mediante el

software Jmol (www.jmol.org) se muestra en la (Figura 4.21.)

2.2.2.4. Andlisis de la expresion del gen ScCS:-

Hemos estudiado los cambios en la expresion de los mensajeros del gen ScCS
mediante PCR cuantitativa en tiempo real en raices y en hojas del cultivar
Petkus (tolerante) y de la linea consanguinea Riodeva (sensible,) a diferentes
tiempos de tratamiento con Al y a distintas concentraciones. Todos los
tratamiento se llevaron a cabo en medio de cultivo hidroponico a pH acido (pH

=4.0+0.1).


http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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Hipotética estructura secundaria

Figura 4.21. A la izquierda la hipotética estructura secundaria obtenida con el
PSIPRED v3.0 (http://bicinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para la hipotética proteina
ScCS de centeno. La estructura secundaria esta constituida por 23 regiones a
hélice y 3 regiones lamina B. A la derecha la hipotética estructura terciaria de ScCS
del cultivar Petkus. Estructura terciaria obtenida con el programa SWISS-MODEL.
La proteina de la base de datos del Protein DataBase (PDB) que presenté mayor
similitud con las nuestras (60 %) fue de Gallus gallus (con una resolucion de 2.00
A).

En los tratamientos a distintos tiempos (4, 8, 12 y 24 horas) la concentracion
utilizada fue de 300 uM. En los tratamientos a distintas concentraciones (25,
50, 100 y 300 uM) el tiempo utilizado en todos los casos fue de 12 horas. En
los estudios de la expresion en las raices se empleo como comparacién o
control las raices del tratamiento sin Al (tiempo O horas) al que se le asigno el
valor 1. En el caso de los cambios en las hojas también se compar6 con las
hojas sin Al a las que se les asigno el valor 1. Como nivel de referencia y
comparacion se empleo en todas las PCR cuantitativas el ARN ribosémico 18S
de las muestras tratadas y de los controles a diferentes tiempos y a diferentes

concentraciones de aluminio.

Los niveles de ARNm de ScCS en las muestras de raices (barras de color azul)
en el cultivar tolerante (Petkus) disminuyeron aproximadamente a un tercio

tras 4 horas (0.35) de tratamiento. Tras 8 horas (0,19, disminucién de 5

Hipotética estructura terciaria
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veces), 12 horas (0,22, disminuciéon aproximada de cuatro veces) y 24 horas
(0,27, disminucién de cuatro veces) de tratamiento con Al siguieron siendo
inferiores con respecto al caso sin Al (Figura 4.22 A). Cuando se analizaron los
niveles de ARNm de ScCS tras el tratamiento del cultivar tolerante (Petkus) a
diferentes concentraciones de aluminio (25uM, 50 uM, y 100 uM) durante 12
horas, se detectaron los siguientes valores 0,24; 0,39 y 0,40; respectivamente
(Figura 4.22 C). Es decir, también se produjo una disminucion o represion de
la expresion del ARNm que a 300 uM fue de aproximadamente cuatro veces

(0,22) con respecto al caso son Al.

Por el contrario, en el caso de las hojas (barras de color rojo) del cultivar
tolerante, no se detectaron cambios significativos en la expresion del ARNm a

distintas horas ni a distintas concentraciones de Al.

A B
-?.CO 2,00

1,50 1,50

1,00 1,00 -

0,00 0,00
| Oh 4h 8h 12h 24h Oh 8h 12h 24h
o -

1,50 1,50

1,00 1,00 -

) l J . I

0,00 0,00 - ‘ ‘
| Oh 25um S0um 100pm 300pm Oh S50um 100um 300pm

ERAZ MWHoja

Figura 4.22. Cantidad relativa el mensajero del gen ScCS en raices (barras de color
azul) y hojas (barras de color rojo) del cultivar tolerante Petkus (A y C, mitad
izquierda) y de la linea consanguinea sensible Riodeva (B y D, mitad derecha) a
distintos tiempos (4, 8, 12 y 24 horas) con una concentracion de 300 uM y a
distintas concentraciones (25, 50, 100 y 300 uM) a 12 horas de tratamiento.

En ningan caso, la expresion llegd a duplicarse con respecto a la situacion sin
Al aunque en algunos momentos o concentraciones aumentoé ligeramente. Los
niveles del ARNm de ScCS fueron los siguientes tras 4 horas (0,59), 8 horas
(1,02), 12 horas (1,13) y finalmente 24 horas (1.64) (Figuras 4.22 A). Los
valores en las hojas (barras de color rojo) del cultivar tolerante, tras a 12

horas de tratamiento con diferentes concentraciones de aluminio (25uM, 50
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uM, y 100 uM) fueron de 1.04 y 1.71 para 25uM y 50 uM, respectivamente,
mientras que fue (1,11) para 100 uM (Figura 4.22 C).

En el caso de las raices (barras de color azul) del cultivar sensible (Riodeva)
los cantidades de ARNm de ScCS detectados a 8, 12 y 24 horas fueron 0,73;
0,43 y 0,62; respectivamente, con respecto al caso sin Al. Se produce una
disminucion, pero no llega a reducirse a la mitad después de 24 horas (Figura
4.22 B). Ademas, en el tratamiento con diferentes concentraciones de aluminio
a 12 horas, la expresion del gen ScCS también disminuyd, observandose
valores de 0,35 y 0,24 (disminucion de cuatro veces) a las concentraciones de
50 uM y 100 uM, respectivamente (Figura 4.22 D). En este caso si que se
producen caidas significativas o reducciones a mas de la mitad. En el caso de
las hojas (barras de color azul) del cultivar sensible, se detect6 un
disminucion significativa en los niveles de ARNm tras 8 horas (0,25) de
tratamiento (Figura 4.22 B). Pero tras 12 horas (0,87) y 24 horas (1,63) se
produjo una recuperacion. Ademas, en el tratamiento con diferentes
concentraciones de aluminio a 12 horas, la expresion del gen en las hojas
(barras de color rojo) de Riodeva disminuy6 a las concentraciones de 50 uM y
100 uM, obteniéndose valores de 0,40 y 0,34; respectivamente (Figura 4.22 D).

Pero a 300 uM se recupero.

En conclusion, los niveles del ARNm del gen ScCS en las raices del cultivar
tolerante disminuyen de forma significativa mientras que en las raices de la
linea sensible no cambian de forma significativa. En las hojas del cultivar
tolerante y de la linea sensible no se producen cambios significativos excepto a

de 50 uM y 100 uM en la linea sensible Riodeva.

2.2.2.5. Relaciones filogenéticas entre miembros del citrato sintasa

mitocondrial de cereales:-

Para confirmar que el gen de centeno aislado es los ortologo de los genes de
citrato sintasa mitocondrial de arroz y cebada (que fueron empleados para el
disefio de los “primers” utilizados para amplificar en centeno), estudiamos las
relaciones filogenéticas entre este gen y otros genes de Poaceas que se
encuentran disponibles en las bases de datos del NCBI. Una vez que
identificamos y caracterizamos ScCS, llevamos a cabo la busqueda de
secuencias homologas a la Citrato Sintasa mitocondrial de otras especies de
Poaceas mediante la aplicacion GenBank BLAST. Analizamos las relaciones

filogenéticas entre los ANDc y las secuencias aminoacidicas de ambos genes



de centeno y los ADNc y las secuencias aminoacidicas de otras Poaceas
(cebada, arroz, trigo, B. distachyon, maiz y sorgo) empleando el programa

MEGA 5.05 (Tamura y col 2007).

En todos los casos, se emplearon tres métodos de agrupamiento (Neighbour
Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y once modelos distintos de
analisis para las secuencias de nucleotidos (N° of differences, p-distance,
Poisson, Maximum Composite Likelihood, Jukes-Cantor, Tajima Nei, Kimura 2-
parameter, Tamura 3-parameter, General Time Reversible, Tamura Nei y
Hasegawa-Kishino-Yano). En el caso de las secuencias de nucledtidos de los
ADNCc se obtuvieron un total de 33 (3 x 11) dendrogramas. De igual forma,
para la comparaciéon de las secuencias de aminoacidos de la proteina
hipotética codificada por ScCS, se utilizaron tres métodos de agrupamiento
(Neighbour Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y nueve modelos
distintos de analisis de las secuencias de aminoacidos (N° of differences, p-
distance, Poisson, Equal input, Dayhoff, Jones-Taylor-Thornton (JTT), Dayhoff
model with Freqs. (+F), WAG model, WAG with Fregs. (+F)). Por tanto, en las
comparaciones de proteinas se obtuvieron un total de 27 (3 x 9)
dendrogramas. En todos los casos se utilizo el programa “Mega 5.05”
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura y col 2011) para obtener
todos los dendrogramas. El valor de “Bootstrap” empleado en todos los casos
fue 10.000.

En todos los casos, los diferentes dendrogramas obtenidos con distintos
meétodos de agrupamiento y con diferentes estimadores de los cambios
nucleétidicos o, en su caso, de los cambios de aminoacidos, tenian la misma
estructura. Es decir, siempre mostraban los mismos agrupamientos (“cluster”)
y subagrupamientos (“subcluster”’). Ademas, los valores de “bootstrap”
obtenidos en todos los casos fueron bastante elevados, indicando que los
dendrogramas obtenidos y los “clusters” y “subclusters” observados son

bastante consistentes.

En la (Figura 4.23) se representan los dendrogramas obtenidos con las
secuencias de los ADNc de ambos genes (Parte superior) y con las secuencias
de aminoacidos de las proteinas (Parte inferior). En ambos arboles se observa
una estructura muy semejante aunque no idéntica de “clusters” y
“subclusters”. Las secuencias de centeno se agrupan en el mismo subgrupo o
“subcluster” con las de otras Triticineas, como trigo y cebada. En otro

“subcluster” se encuentran maiz y sorgo.



La filogenia obtenida para este gen ScCS es congruente con las relaciones
conocidas entre estas especies: las secuencias mas cercanas a la de centeno
son las de trigo y cebada. Brachypodium distachyon (especie modelo) esta mas
proximo a trigo, centeno y cebada que arroz, estando en el mismo “cluster” que
ellas. Las siguiente especie mas proxima a trigo, centeno y cebada es arroz y,
por ultimo, maiz y sorgo estan mas alejados. El dendrograma obtenido apoya
que el gen ScCS aislado en centeno es ortdélogo de los genes CS
correspondientes de arroz y cebada empleados para disenar los cebadores y

obtener sus equivalentes en centeno.

ADNCc 99 Secale cereale (Ailes) ]
100 _|:Triticum aestivum (Barbela)
s L @ Hordeum vulgare AK248736.1

Brachypodium distachyon Bradi3g06930.1
| @ Oryza sativa 0s2g0194100

100 1 Oryza sativa Os11g0538900

Zea mays BT066187.1

Zea mays BTO53831.1
100
57-|— Sorghum bicolor XM 002453425.1

—
20

Proteinas o[~ Secale cereale (Ailes) ]
4['7 Triticum aestivum (Barbela)
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77140 Hordeum vulgare AK248736.1

Brachypodium distachyon Bradi3g06930.1
71| @ Oryza sativa 0s2g0194100
Oryza sativa Os11g0538900
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Neighbour Joining, N2 de diferencias, Boostrap: 10.000

Figura 4.23: Parte superior: Dendrograma conseguido con las secuencias de los ADNc (ARNm)
del gen ScCS en diversas especies de Poaceas. El método de agrupamiento utilizado ha sido
Neighbour Joining y el estimador de cambios nucleotidicos empleado fue el N° de diferencias
(IN° of differences). “Bootstrap” de 10.000 réplicas. Parte inferior: Dendrograma obtenido con
las secuencias de aminoacidos de la proteina hipotética del gen ScCS en diversas especies de
Poaceas. El método de agrupamiento utilizado ha sido Neighbour Joining y el estimador de
cambios de aminoacidos empleado fue el N° de diferencias (N° of differences). “Bootstrap” de
10.000 réplicas. Los circulos de color rojo indican la secuencia de arroz de partida y los
rombos de color verde la secuencia de cebada. Con texto de color azul claro se ha indicado la
secuencia de citrato sintasa obtenida en esta tesis.

El gen ScCS es ortélogo del gen OsCSYS5 de arroz (situado en el cromosoma 5)

y el gen ScMDH?2 es ortologo de los genes OsCSYS5 y OsCS de arroz (localizados

en los cromosomas 2 y 11). Ademas, como veremos la localizacion del gen



ScCS en el brazo cromosomico 6RL de centeno coincide con lo esperado por las
relaciones de sintenia entre los cromosomas de centeno, trigo, B. distachyon y

arroz.

2.2.2.6. Diversidad Molecular en Centeno y Podceas:-

Hemos analizado la variabilidad en los ADNc del gen ScCS de centeno
empleando ocho secuencias distintas (clones diferentes), una de Ailés, cuatro
del cultivar Imperial, dos de Petkus y otra de Riodeva. En dicho estudio hemos
analizado la variabilidad detectada en cada uno de los 19 exones del gen y en
el ADNc completo (Tabla 4.8). También, hemos llevado a cabo un analisis de la
diversidad en cada uno de los 19 exones y en el ADNc completo comparando
las secuencias de 7 especies de Poaceas (9 secuencias, las mismas que las
incluidas en el dendrograma de la Figura 4.23), incluida centeno (Tabla 4.9).
En la Tabla 4.10 hemos comparado la variacion detectada en las 8 secuencias
de Secale cereale (centenos) con la encontrada entre las 7 especies de Poaceas
analizadas (9 secuencias). Todos los parametros indicados en las Tablas se

obtuvieron con el programa DnaSP v5.

Como era de esperar la variabilidad entre las secuencias de centeno (Tabla 4.
8 y Tabla 4.10) fue menor que la observada entre las secuencias de distintas
especies de Poaceas (Tabla 4.9 y 4.10). En el caso de las secuencias de
centeno solamente los exones 4, 5, 11, 14, 15, 17 y 19 mostraron SNPs (Tabla
4.8). El exon mas variable fue el 17. El numero total de SNPs fue de 12 y la
diversidad nucleétidica de 0,00269 (Tabla 4.9). En las comparaciones entre
Poaceas, el numero total de SNP fue 329 y la diversidad nucleotidica 0,10097.
Ademas, todos los exones fueron variables (Tabla 4.9). El ex6n con mayor
promedio de SNPs por cada 100 nucleétidos fue el 9 (30 SNPs/100).

Tabla 4.8. Variabilidad detectada entre diferentes genotipos o cultivares de centeno (tres
cultivares y una linea consanguinea) y 8 secuencias (una de Ailes, cuatro de Imperal, dos de

Petkus y otra de Riodeva) en los ADNc del gen ScCS. Analizada por exones y para el ADNc
completo.

Centenos (8secuencias) 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 ADNc

N° total de secuencias 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

N° total de posiciones o sitios 51 63 42 66 66 114 64 83 50 78 129 43 87 102 108 51 74 52 96

Indels (Inserciones/deleciones) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sitios invariables (monomoérficos) 51 63 42 65 65 114 64 83 50 78 127 43 87 100 106 51 72 52 94
Sitios variables (polimérficos) 0O 0 1 1 0O O 2 0 2 0o 2 2

(SNPs)

Sitio variable (singleton) O 0 O 1 1 0 O O O o 1 0 0 2 2 0 2 0 1

Sitios variables parsiménicos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1

N° total cambios sinoénimos 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 (0] 1 0 0

N° total cambios no sinénimos O O O 1 o0 0 0O O O O 0 0O O 2 2 0 1 0o 3
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En lo que respecta a los cambios sufridos en las proteinas hipotéticas
codificadas por el gen ScCS, el numero de cambios sinénimos fue mayor que el
de no sinonimos en la comparacion entre especies de Poaceas. Sin embargo, la
situacion se invirtio en el caso de las secuencias de centeno, donde le niimero
(Tabla 4.10).

Igualmente, el grado de conservacion entre las secuencias de centeno (0,992)

de cambios no sinénimos fue superior al de sinonimos

fue bastante superior al grado de conservacion entre las secuencias de
Poaceas (0,768) como es de esperar para diferentes especies. En el ADNc del
gen ScCS, tanto en las comparaciones entre secuencias de centeno, como en
las comparaciones entre secuencias de Poaceas, no se detectaron inserciones
ni deleciones (Indels).

Tabla 4.9. Variabilidad detectada entre siete especies de Poaceas, incluida centeno (un total de

9 secuencias, las mismas que las incluidas en el dendrograma de la Figura 4. 23). Analizada por
exones y para el ADNc completo de ScCS.

Poaceas (9secuencias) 1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 ADNc
N° total de secuencias 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
N° total de posiciones o sitios 51 63 42 66 66 114 64 83 50 78 129 43 87 102 108 51 74 52 96 1419
Indels (Inserciones/deleciones) (0 0 O O O O O O O O O O O O O O O 0 o 0
Eﬂ;;foglzl?};;zl)es 38 51 35 49 53 91 50 60 35 60 92 38 68 73 83 40 60 38 76 1090
(Ssi;ilgss]variables(polimérﬂCOS) 13 12 7 17 13 23 14 23 15 18 37 5 19 29 25 11 14 14 20 329
SNPs/100 25 19 17 26 20 20 22 28 30 23 29 12 22 28 23 21 19 27 21 23
Sitio variable (singleton) 8 4 2 10 6 8 2 8 5 10 15 1 2 8 3 5 3 3 4 107
Sitios variables parsiménicos 5 8 5 7 7 15 12 15 10 8 22 4 17 21 22 6 11 11 16 222
N° total cambios sinonimos 9 8 6 16 12 24 18 13 16 28 6 21 25 27 11 19 16 17 300
N° total cambios no sinénimes 3 2 3 0 2 2 4 4 6 4 6 0 0 5 5 0 1 1 3 51
Tabla 4.10. Variabilidad detectada en los ADNc
completos del genes ScCS entre diferentes cultivares
de centeno y entre distintas especies de Poaceas
(incluida centeno). Parametros de diversidad
genética estimados con el programa DnaSP v5.
ScCSs Centenos Poaceas
N° total de secuencias 8 9
N° total de posiciones o sitios 1419 1419
Indels (Inserciones/deleciones) 0 0
Sitios invariables (monomoérficos) 1407 1090
Sitios variables (polimorficos) (SNPs) 12 329
Sitio variable (singleton) 10 107
Sitios variables parsiménicos 2 222
Numero de haplotipos, h 8 9
Diversidad haplotipica 1 1
Diversidad nucleotidica, 1t 0,00269 0,10097
Conservacion secuencia 0,992 0,768
N° total cambios sinénimos 4 300
N° total cambios no sinénimos 9 51

134



2.2.3. Identificacion y Caracterizacion de la Fumarasa Mitocondrial

(ScFUM) de centeno:-

2.2.3.1. Identificacion y Secuenciacion del gen ScFUM:-

Para aislar el ADNc especifico del gen ScFUM de centeno, disenamos un par de
“primers” (Apéndice I) en base a las regiones conservadas entre las secuencias
de los genes de fumarasa (FUM) de arroz y cebada. Uno de estos “primers” fue
disefiado en una posicion proxima al codon de iniciacion y el otro “primers”,

proximo al codon de terminacion.

La amplificacion fue llevada a cabo empleando los ADNc de los cultivares de
centeno “Ailés”, “Imperial”, “Petkus” y la linea consanguinea “Riodeva”
obtenidos de raices tras la exposicion de las plantas al aluminio durante 24
horas. Los productos de PCR con un tamano similar al esperado fueron
clonados y secuenciados siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y

Métodos).

Los resultados obtenidos indican que el gen ScFUM esta constituido por 17
exones y 16 intrones por comparacion con B.distachyon, que codifica para una
proteina hipotética que segin todos los programas de prediccion utilizados es
de localizacion subcelular mitocondrial. La region codificante del del gen
ScFUM presenta 1485 pb en los cultivares “Ailés”, “Imperial”, “Petkus” y en la

linea “Riodeva” (Figura 4.24).

149 118 150 11 84 99 51 50 82 95 67 51 9 99 30 66 87
v&—l\ﬂ vidy Vv BV
79 95 78 92 98 95 88
143
253 193
355
498
508 633 669
ScFUM

1197

Figura 4.24. Estructura del gen ScFUM de centeno. Dicho gen esta constituido por
17 exones (rectangulos de color azul) y 16 intrones (lineas de color rojo). El tamafio
en pares de bases de cada ex6n se ha indicado en color negro sobre cada exén. El
tamano de los intrones es de B.distachyon se indica con texto de color rojo.

Todas las secuencias fueron comparadas con el clon AK251785 de cebada,
con los genes OsFUM de arroz, ZmFUM de maiz y RcFUM de Ricino, obteniendo
identidades nucleotidicas del 97%, 90%, 89%, y 80%, respectivamente (Figura
4.25).

135



Mediante el uso del programa rVISTA

(http:/ /genome.lbl.gov/vista/rvista/about.shtml) se llevd a cabo el estudio de

la identidad entre el gen ScFUM de centeno y otros ADNc de este gen en cinco
especies diferentes de cereales analizadas: cebada, trigo, B. distachyon, arroz y
maiz (Figura 4.25). Las regiones que presentan una homologia nucleotidica
significativa se muestran como segmentos mas oscuros y resulta evidente que
el gen mas proximo al ScFUM de centeno es el de trigo, seguido del de cebada.
Igualmente, la menor identidad con el gen ScFUM de centeno la muestra el gen

de Ricino.

@ {

Base genome: sequencel1 Chromosome: Ai 1-1.485

Centeno (Ailés)

100%

Trigo
50%
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Cebada
150%
100%

Brachypodium
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150%

100%
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150%

Figura 4.25. Comparacion de las identidades entre las secuencias de ADNc
del gen ScFUM del centeno tolerante Ailés con las de otras especies de
Poaceas y con Ricino. Comparacion llevada a cabo con el programa rVISTA.
Ordenadas de arriba hacia abajo de mayor identidad a menor identidad.

El gen ScFUM codifica para una proteina hipotética de 495 aminoacidos. Esta
proteina presenta un peso molecular teérico de 53,066 kDa y un punto
isoeléctrico de 7,69; que fue calculado mediante el uso de programa “Vector
NTI”. La proteina ScFUM hipotética comparte un 99% de identidad y similitud
con la proteina de trigo, cebada y Brachypodium (Figura 4.26). En la misma
figura se muestra el porcentaje de identidad y similitud entre ScFUM y las
proteinas correspondientes de arroz, maiz, Arabidopsis thaliana, tomate y
patata. La proteina de patata es la menos parecida con 82% y 90% de

identidad y similitud, respectivamente.
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Figura 4.26 Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos de
la hipotética proteina codificada por el gen ScFUM de centeno y las secuencias de las
proteinas otras especies de Poaceas, de Arabidipsis thaliana, de tomate y patata.
Ordenadas de izquierda a derecha de mayor a menor identidad y similitud.

2.2.3.2. Localizacion cromosomica del gen ScFUM:-

Para localizar el gen ScFUM en un cromosoma concreto de centeno llevamos a
cabo amplificaciones utilizando “primers” especificos de centeno que fueron
disenados en base a las secuencias de ScFUM, del cultivar de centeno
Imperial, y de la secuencia TaFUM, del cultivar de trigo “Chinese spring”. El
producto especifico de la amplificacion en centeno fue detectado en el centeno
parental “Imperial”, en el anfiploide CS.I (que tiene todos los cromosomas de
trigo y centeno) y la linea de adicion disémica con el cromosoma 4R, estando
ausente en las demas lineas de adicion y en el trigo parental “Chinese Spring”

(Figura 4.27).

M CS IR 2R 3R 4R 5R 6R 7R CS- M

Figura 4.27. Localizacion cromosémica del gen ScFUM de centeno. Trigo
(Triticum aestivum) parental Chinese Spring (CS), centeno (Secale cereale)
parental Imperial (I). Anfiploide trigo-centeno (CS-I), lineas de adicion
disémicas trigo-centeno (Chinese Spring-Imperial) 1R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6Ry
7R. M: marcador de peso molecular (100 a 3000 pb).
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2.2.3.3. Anadlisis de las estructuras secundaria y terciaria de la

proteina ScFUM de centeno:-

La estructura secundaria de la proteina hipotética ScFUM de centeno fue
deducida utilizando el servidor para la prediccion de estructuras proteicas

PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). El dominio FUM de la proteina

ScFUM de centeno comparte una identidad del 72.34% con la estructura
cristalina de la fumarato hidratasa humana. Para crear un modelo
tridimensional de la proteina ScFUM de centeno utilizamos el programa
SWISS-MODEL. Este programa identifico, como patron para todas las
secuencias de la fumarasa mitocondrial de centeno, la fumarato hidratasa
humana 3e04 (con una resolucién de 1.95 A) descrita por Kavanagh,K.L,y col.
En todos casos, la identidad a nivel de la secuencia de aminoacidos fue del
72%. Todos los modelos obtenidos estaban formados por 18 hélices a y
ninguna laminaf. Estos modelos fueron evaluados empleando las
herramientas mencionadas previamente en este trabajo, obteniendo altos
valores de confianza. La Figura 4.28 . muestra el modelo proteico generado para
la proteina ScFUM de centeno (cultivar Petkus) visto mediante el software Jmol

(www.jmol.org).
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Figura 4.28. A la izquierda la hipotética estructura secundaria obtenida con el PSIPRED
v3.0 (http:/ /bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para la hipotética proteina ScFUM de centeno.
La estructura secundaria esta constituida por 18 regiones a hélice y ninguna regiéon
lamina B. A la derecha la hipotética estructura terciaria de ScFUM del cultivar Petkus.
Estructura terciaria obtenida con el programa SWISS-MODEL. La proteina de la base de
datos del Protein DataBase (PDB) que present6é mayor similitud con las nuestras (72 %)
fue la fumarato hidratasa humana 3e04 (con una resolucién de 1.95 A).
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2.2.3.4. Analisis de la expresion del gen ScFUM:-

Una vez que obtuvimos las secuencias del gen ScFUM de centeno en las
cuatro muestras de centeno (Ailés. Imperial, Petkus y Riodeva) llevamos a cabo
un estudio de QRT-PCR cuantitativa para estudiar la variacion en la expresion
del ARNm de este gen como consecuencia del estrés por Al. Para conseguir
este objetivo, en primer lugar, evaluamos los niveles transcripciones del gen
ScFUM de centeno tras exponer las plantas a aluminio a pH acido (pH = 4.0
0.1) en un sistema hidropénico. Para ello, el ARN total fue extraido de los
apices de las raices y de las hojas del cultivar tolerante Petkus asi como de la
linea consanguinea sensible Riodeva. Posteriormente, se llevo a cabo un

analisis mediante QRT-PCR.

En el caso de los apices radiculares (barras de color azul) en el cultivar
Petkus, los resultados mostrados en la (Figura 4.29 A) muestran un descenso
significativo de las cantidades del ARNm del gen ScFUM tras 4 horas (0,41), 8
horas (0,26; disminucion de cuatro veces), 12 horas (0,36) y 24 horas (0,40,
disminucion de dos veces y media) de exposicion a aluminio a una
concentracion 300 uM en comparacion con el control. Igualmente, las
cantidades del ARNm del gen ScFUM en los apices de las raices del cultivar
Petkus también disminuyeron tras el tratamiento de las plantas con
diferentes concentraciones de aluminio durante 12 horas. Como se muestra
en la Figura 4.19 C, los valores obtenidos para cada concentracion fueron:
25uM, 034; 50 uM, 0,35, y 100 uM, 0,45. Por ejemplo, a 300 uM disminuye

aproximadamente tres veces (0,36) con respecto al caso sin Al.

En el caso de las hojas (barras de color rojo) en el cultivar Petkus, los
resultados mostrados en la Figura 4.29 A muestran un aumento significativo
de las cantidades de ARNm del gen ScFUM tras 24 horas (2,31, se duplica la
cantidad) de exposicion a aluminio a una concentracion de 300 uM en
comparacion con el control. Para otros tiempos, tras 4 horas (0,69), 8 horas
(1,45)y 12 horas (1,47) no se producen cambios significativos. Por otro lado,
la cantidad de ARNm del gen ScFUM en las hojas del cultivar Petkus se indujo
significativamente (aumento al doble) tras el tratamiento de las plantas a la
concentracion de 50 uM de aluminio durante 12 horas. Sin embargo a las
demas concentraciones no se produjeron cambios significativos (Figura 4.29
C). Como se muestra en la Figura 4.29 C, los valores obtenidos para cada

concentracion fueron: 25uM, 1,58; 100 uM, 1,57 y 300 uM, 1,47.
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Figura 4.29. Cantidad relativa el mensajero del gen ScFUM en raices (barras de
color azul) y hojas (barras de color rojo) del cultivar tolerante Petkus (A y C, mitad
izquierda) y de la linea consanguinea sensible Riodeva (B y D, mitad derecha) a
distintos tiempos (4, 8, 12 y 24 horas) con una concentracion de 300 uM y a
distintas concentraciones (25, 50, 100 y 300 uM) a 12 horas de tratamiento.

En el caso de los apices radiculares (barras de color azul) en el linea
Riodeva, los resultados mostrados en la Figura 4.29 B indican que la
cantidad de ARNm del gen ScFUM no varia de forma significativa con las horas
de tratamiento en presencia de aluminio en el medio hidroponico. Tras 8 horas
(0.81), 12 horas (0.70) y 24 horas (0.75) de exposicion a aluminio a una
concentracion de 300 uM no disminuye ni aumenta con claridad respecto al

caso sin Al

Por otra parte, la cantidad de ARNm de ScFUM en los apices de las raices
(barras de color azul) del cultivar Riodeva siguieron la misma tendencia que
en el cultivar Petkus tras el tratamiento de las plantas con diferentes
concentraciones de aluminio durante 12 horas. Los valores obtenidos a las
concentraciones 50 uM y 100 uM fueron 0.47 y 0.38, respectivamente,
observandose una disminucién con respecto al caso sin Al aunque no tan
acusada como en Petkus (Figura 2.29 D). Pero a 300 uM (0,7) ni si quiera se

reduce a la mitad con respecto al caso sin Al.

En el caso de las hojas (barras de color rojo) en la linea Riodeva, al principio

(8 y 12 horas) se produce una disminucion pero a las 24 horas de exposicion
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al Al se recupera y aparecen cantidades de ARNm de ScFUM semejantes a las
del caso sin Al (Figura 4.29 B). Tal y como se muestra en la Figura 4.19 B, a la
concentracion de 300uM, los valores obtenidos fueron: 8 horas, 0,27; 12
horas, 0,53, y 24 horas, 1,11. Por otro lado, la expresion del gen ScFUM en las
hojas (barras de color rojo) del cultivar Riodeva disminuye alrededor de la
mitas a 50 uM (0,53) y 100 uM (0,45) pero a 300 uM se recupera (0,70) y no

cambia significativamente con respecto al caso sin Al (Figura 4.29 D).

2.2.3.5. Relaciones filogenéticas entre miembros de la fumarasa

mitocondrial de cereales:-

Con el objeto de confirmar que el gen ScFUM que hemos aislado en centeno es
el equivalente al de, que ha sido empleado para el disenio de los “primers”,
estudiamos las relaciones filogenéticas con otros genes disponibles en las
bases de datos del NCBI. Una vez que identificamos y caracterizamos el gen
ScFUM llevamos a cabo la busqueda de secuencias homologas a la fumarasa
mitocondrial en cereales mediante el empleo de la aplicacion GenBank BLAST
y analizamos las relaciones filogenéticas entre los cDNAs y las proteinas de
diferentes especies de cereales con el programa MEGA 5.05 (Tamura y col
2007).

En todos los casos, se emplearon tres métodos de agrupamiento (Neighbour
Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y once modelos distintos de
analisis para las secuencias de nucleotidos (N° of differences, p-distance,
Poisson, Maximum Composite Likelihood, Jukes-Cantor, Tajima Nei, Kimura 2-
parameter, Tamura 3-parameter, General Time Reversible, Tamura Nei y
Hasegawa-Kishino-Yano). En el caso de las secuencias de nucleétidos de los
ADNCc se obtuvieron un total de 33 (3 x 11) dendrogramas. De igual forma,
para la comparaciéon de las secuencias de aminoacidos de la proteina
hipotética codificada por ScFUM, se utilizaron tres métodos de agrupamiento
(Neighbour Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y nueve modelos
distintos de analisis de las secuencias de aminoacidos (N° of differences, p-
distance, Poisson, Equal input, Dayhoff, Jones-Taylor-Thornton (JTT), Dayhoff
model with Freqgs. (+F), WAG model, WAG with Fregs. (+F)). Por tanto, en las
comparaciones de proteinas se obtuvieron un total de 27 (3 x 9)
dendrogramas. En todos los casos se utilizo el programa “Mega 5.05”
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura y col 2011) para obtener
todos los dendrogramas. El valor de “Bootstrap” empleado en todos los casos

fue 10.000.



En todos los casos, los diferentes dendrogramas obtenidos con distintos
meétodos de agrupamiento y con diferentes estimadores de los cambios
nucleotidicos o, en su caso, de los cambios de aminoacidos, tenian la misma
estructura. Es decir, siempre mostraban los mismos agrupamientos (“cluster’)
y subagrupamientos (“subcluster”’). Ademas, los valores de “bootstrap”
obtenidos en todos los casos fueron bastante elevados, indicando que los
dendrogramas obtenidos y los “clusters” y “subclusters” observados son

bastante consistentes.

Con el fin de identificar grupos de genes ortologos (o niveles de ortologia) a
partir del analisis de los “clusters”, empleamos el programa LOFT 2.2. Los
diversos métodos de sustitucion de aminoacidos y de agrupamiento utilizados
para obtener los arboles filogenéticos de los ANDc y las proteinas de la familia
del gen FUM de cereales dieron lugar a un dendrograma con la misma

estructura y la misma topologia (Figura 4.30).

El dendrograma para los ANDc (Figura 4.30 parte superior) se encuentra
dividido en dos “clusters” principales. Por un lado se agrupan todas las
especies de Poaceas y por otro Ricinus communis. E1l ADNc de ScFUM en
centeno, trigo y cebada se encuentran en el agrupados en el mismo
“subcluster”. Brachypodium distachyon se encuentra mas proximo a trigo,
centeno y cebada que arroz y maiz. El mas alejado de todos, utilizada como

especie fuera de grupo es Ricinus communis.

El dendrograma para las proteinas (Figura 4.30, parte inferior) presenté una
estructura muy semejante al obtenido con los ADNc. Hay un grupo que
contiene a las Poaceas y otro en el que se encuentran el resto de las especies
comparadas. De nuevo, centeno, trigo y cebada estan juntos en el mismo
subgrupo y B. distachyon se encuentra mas préximo a trigo, centeno y cebada
que el arroz y el maiz. Las dos especies del género Solanum estan juntas en el

mismo “subcluster”.

Por ultimo, las relaciones filogenéticas obtenidas apoyan que la secuencia de
centeno es ortéloga de las secuencias de cebada y arroz y de las secuencias de
otras especies de Poaceas, como trigo, B. distachyon y maiz. Ademas, estos
resultados apoyan la localizacion cromosomica del gen ScFUM en el
cromosoma 4R de centeno, ya que las secuencias ortologas de B. distachyony

la de arroz estan en cromosomas sinténicos con los de trigo y centeno.
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Figura 4.30: Parte superior: Dendrograma conseguido con las secuencias de los ADNc
(ARNm) del gen ScFUM en diversas especies de Poaceas y con ricino. El método de
agrupamiento utilizado ha sido Neighbour Joining y el estimador de cambios nucleotidicos
empleado fue el N° de diferencias (N° of differences). “Bootstrap” de 10.000 réplicas. Parte
inferior: Dendrograma obtenido con las secuencias de aminoacidos de la proteina
hipotética del gen ScFUM en diversas especies de Poaceas y otras especies vegetales. El
método de agrupamiento utilizado ha sido Neighbour Joining y el estimador de cambios
de aminoacidos empleado fue el de Poisson. “Bootstrap” de 10.000 réplicas. Las lineas de
color rojo marcan el “cluster” de Poaceas. Los circulos de color rojo indican la secuencia
de arroz de partida y los rombos de color verde la secuencia de cebada. Con texto de color
azul se ha indicado la secuencia de fumarasa obtenida en esta tesis.

2.2.3.6. Diversidad molecular en centeno y poaceas:-

Hemos estudiado la variabilidad del ADNc del gen ScFUM completo y en los 17
exones en los tres cultivares de centeno tolerantes (“Ailés”, “Imperial”,
“Petkus”) y en la linea consanguinea sensible (“Riodeva”). Tambén hemos
analizaso la variabilidad entre diferentes especies de Poaceas, incluida
centeno. En la Tabla 4.11 se indican algunos de los parametros de diversidad

estimados con el programa DnaSP v5 en las comparaciones entre las cuatro
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muestras de centeno analizadas. Entre los parametros estimados se
encuentra el numero de sitios polimorficos (SNPs), el nimero de cambios
sin6nimos y no sinénimos. La diversidad detectada entre las muestras de
centeno en este gen es muy escasa, solamente se detectan SNPs en los exones
1,11 y 17. El resto de los exones no presento variacion. El exoén mas variable
fue el 11. Dos de los cultivares analizados presentaron la misma secuencia de
nucleotidos, por lo que solamente se han encontrado tres haplotipos (Tabla
4.13). Otro dato interesante es que los cinco SNPs detectados en el ADNc
completo entre los centenos estudiados dan lugar a cinco cambios no
sin6nimos (Tablas 4.11 y 4.13).

Tabla 4.11. Variabilidad detectada entre las cuatro muestras de centeno (Ailes, Imperial, Petkus
y Riodeva. Analizada por exones y para el ADNc completo de ScFUM.

Centenos (4 secuencias) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 ADNc

N° total de secuencias 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
N° total de posiciones o sitios 149 118 150 111 84 99 51 50 82 95 67 51 96 99 30 66 87 1485
Indels (Inserciones/deleciones) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0] 0 0 0 0 0 0 0
Sitios invariables (monomorficos) 148 118 150 111 84 99 51 50 82 95 65 51 96 99 30 66 85 1480

Sitios variables (polimérficos) 1 0 0 0 o o o O O O 2 o O o o o 2 5
(Ssltl\jrl: sv)ariable (singleton) 1 0 0 o o0 o0 o o o0 0 2 o0 O o o0 o 2 5
Sitios variables parsiménicos 0 0 0 0 o 0O O 0O 0O O O O O o o o o 0
N° total cambios sinénimos 0 0 0 0 O 0O O 0O 0O O O O O O o o o 0
N° total cambios no sinénimos 1 0 0 0 o 0O 0O 0O O O 2 O O o o o0 2 5

Cuando se comparan los ADNc del gen FUM en diferentes especies de Poaceas
(incluido centeno) se observa como era de esperar una diversidad mucho mas
elevada que en las comparaciones entre las muestras de centeno. En este caso
los 17 exones del gen muestran variacion. El exén mas variable es, en este
caso, el 5 con una media de 31 SNPs por cada 100 nucleotidos. Cuando se
comparan las seis especies de Poaceas, el numero de cambios sinoénimos (244)
es mayor que el de no sinonimos (44). Ademas, en el exéon 1 se detecta un

Indel (Insercion/delecion).

En la (Tabla 4.13) podemos comparar la variabilidad detectada en los ADNc
completos entre las cuatro muestras de centeno con la observada entre las
seis especies de Poaceas. Como era de esperar la diversidad nucleétidica entre
especies de Poaceas (0,07995) es muy superior a la encontrada entre muestras
de Secale cereale (0,00168). De nuevo este dato se confirma cuando nos

fijamos en el grado de conservacion de las secuencias que es de 0,997 (muy
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elevado) para las muestras de centeno y de 0,814 (bastante inferior) para las
especies de Poaceas.
Tabla 4.12. Variabilidad detectada entre seis especies de Poaceas, incluida centeno (un total de

6 secuencias, las mismas que las incluidas en el dendrograma de la Figura 4. 30). Analizada por
exones y para el ADNc completo de FUM.

Poaceas (6 secuencias) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 ADNc

N° total de secuencias 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
N° total de posiciones o sitios 173 118 150 111 84 99 51 50 82 95 67 51 96 99 30 66 87 1509
Indels (Inserciones/deleciones) 1 0 0 0 O O O O O o 0 0 0 0 0 0 0 0

Sitios invariables 107 98 128 90 58 78 39 45 66 84 58 41 77 82 23 59 65 1198

(monomorficos)

(Ssi;ilgs )Vaﬁables (polimérficos) 28 20 22 21 26 21 12 5 16 11 9 10 19 17 7 7 22 273
S

SNPs/100 16 17 14 19 31 21 23 10 19 12 13 20 20 17 23 11 25 18

Sitio variable (singleton) 17 11 18 14 21 14 9 2 13 5 8 8 14 11 5 3 13 186

Sitios variables parsimoénicos 11 9 4 7 5 7 3 3 3 1 2 5 (6] 2 4 9 87

N° total cambios sinénimos 20 24 20 21 17 16 9 8 14 13 9 10 18 17 6 7 15 244

N° total cambios no sinénimos 10 0 5 2 7 6 1 0 2 0 1 0 3 1 1 1 4 44

Tabla 4.13. Variabilidad detectada en los ADNc
completos del gene ScFUM entre diferentes
cultivares de centeno y entre distintas especies de

Poaceas (incluida centeno). Parametros de

diversidad genética estimados con el programa

DnaSP v5.

ScFUM Centenos Poaceas

N° total de secuencias 4 6
N° total de posiciones o sitios 1485 1509
Indels (Inserciones/deleciones) 0 1
Sitios invariables (monomérficos) 1480 1198
Sitios variables (polimorficos) (SNPs) 5 273
Sitio variable (singleton) 5 186
Sitios variables parsimoénicos 0 87
Numero de haplotipos, h 3 6
Diversidad haplotipica 0,8333 1
Diversidad nucleotidica, 1t 0,00168 0,07995
Conservacion secuencia 0,997 0,814
N° total cambios sinénimos 0 244
N° total cambios no sinénimos 5 44

2.2.4. Comparacion de las cantidades de ARNm entre el cultivar

tolerante y la linea consanguinea sensible en todos los genes

analizados:-

Una de las cuestiones mas importantes relacionadas con la posible
implicacion de los genes analizados en la tolerancia al aluminio consiste en
averiguar si hay mayor o menor cantidad de los ARNm de los genes estudiados

(ScMDH1, ScMDH2, ScFUM y ScCS) en el cultivar tolerante (Petkus) o en la
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linea consanguinea sensible (Riodeva). Para ello, hemos comparado tanto en
las raices como en las hojas, la cantidad de ARNm del cultivar tolerante con la
de la linea sensible tanto sin Al (O horas) como con Al (24 horas) a 300 uM,
para cada gen. No se trata de comparar las cantidades de ARNm de genes
distintos, se trata de comparar las cantidades del ARNm del mismo gen en

tolerante y sensible.

En las raices sin Al (O horas) siempre hay mayor cantidad del ARNm en el
cultivar tolerante (Petkus) que en la linea sensible (Riodeva), siendo esta
situacion valida para todos los genes (Figura 4.31 izquierda). Las cantidades
relativas en Riodeva, para cada gen, con respecto a Petkus (valor 1) son 0,11
(ScMDH 1), 0,31 (ScMDH?2), 0,33 (ScFUM) y 0,14 (ScCS). Esto significa que en
las raices de Riodeva sin Al hay 9 veces menos ARNm de ScMDHI1, 3 veces
menos ARNm de ScMDH?2, 3 veces menos ARNm de ScFUM y 7 veces menos
ARNm de ScCS que en las raices de Petkus.

Raices Hojas

Figura 4.31. Comparacion entre el cultivar tolerante (Petkus) y la linea consanguinea sensible
(Riodeva) de las cantidades relativas de los ARNm de los distintos genes analizados en esta
tesis. En todos los casos se ha asignado el valor 1 al caso del cultivar tolerante (Petkus) sin Al (O
horas). Solamente se ha puesto en la figura una sola vez la barra azul correspondiente al
cultivar tolerante Petkus sin Al (O horas) en el caso del ARNm del gen ScMDH1. Para los demas
genes se ha omitido la barra azul ya que seria igual a la de ScMDH]1 (valor 1 de referencia).

Una situacién semejante se produce en las raices pero con Al a las 24 horas,
es decir, hay mas ARNm en las raices del cultivar tolerante (Petkus) que en las
raices de la linea sensible Riodeva después de 24 horas de tratamiento con Al
(Figura 4.31 izquierda). Lo primero que se puede observar es que el
tratamiento con Al produce una disminucion notable de las cantidades de los
ARNm de todos los genes. Las cantidades relativas en Riodeva a 24 horas,
para cada gen, con respecto a Petkus sin Al (O horas) son 0,04 (ScMDH]1I), 0,07
(ScMDH?2), 0,24 (ScFUM) y 0,08 (ScCS). Esto significa que en las raices de

R L)
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Riodeva con Al hay (0,22/0,04) 5,5 veces menos ARNm de ScMDHI,
(0,28/0,07) 4 veces menos ARNm de ScMDH?2, (0,40/0,24) 31,6 veces menos
ARNm de ScFUM y (0,27/0,08) 3,4 veces menos ARNm de ScCS que en las

raices de Petkus con Al.

La situacion en la hojas del cultivar tolerante (Petkus) y la linea sensible
(Riodeva) es bastante distinta a la de las raices. Sin Al la cantidad de ARNm
de ScMDH]1 (1,25) en Riodeva no cambia practicamente con respecto a Petkus
(valor 1), la cantidad del ARNm de ScMDH2 aumenta 2,58 veces, la del ARNm
de ScFUM aumenta 3,22 veces y la del ARNm de ScCS no cambia (1,13). Con
Al (24 horas) en las hojas de Riodeva la cantidad de ARNm de ScMDHI
disminuye (3,55/1,32) 2,7 veces, la de ARNm de ScMDH?2 aumenta (2,59/4,63)
1,8 veces, la del ARNm de ScFUM aumenta algo (2,31/3,53) 1,5 veces y la
cantidad del ARNm de ScCS también aumenta un poco, (1,64/2,57) 1,5 veces.

2.2.5. Comparacion entre las cantidades de ARNm de las raices y las

hojas para los distintos genes estudiados:-

Teniendo en cuenta que los tratamientos con Al se dan en cultivo hidropénico,
que las raices son las que estan sometidas directamente al contacto con el Al y
que el principal sintoma de la toxicidad por Al a pH acido es la inhibiciéon del
crecimiento de las raices; creemos que tiene especial importancia averiguar si
los ARNm de los genes estudiados se expresan mas o menos intensamente en
las raices o en las hojas de las plantulas utilizadas en los ensayos. Para ello,
hemos llevado a cabo dicha comparacion entre hojas y raices tomando

siempre como referencia la raiz a la que hemos asignado el valor 1.

Los resultados estan resumidos en la Figura 4.32. En el caso del cultivar
tolerante Pekus (parte izquierda de la Figura) en todos los casos se observa
que la cantidad de ARNm de los distintos genes es mayor en las raices que en
las hojas, tanto sin Al (0O horas) como con Al (24 horas). Las diferencias son
siempre mas acusadas en los casos sin Al. En las raices de Petkus sin Al hay
33 veces (0,03) mas ARN de ScMDHI1, 100 veces (0,01) mas de ARNm de
ScMDH?2, 25 veces (0,04) mas de ARN de ScFUM y 50 veces (0,02) mas de
ARNm de ScCS que en las hojas. En las raices de Petkus con Al hay 2,27 veces
(0,44) mas de ARNm de ScMDH1, 8,3 veces (0,12) mas de ARNm de ScMDH2,
4,76 veces (0,21) mas de ARNm ScFUM y 7,1 veces mas (0,14) de ARNm de
ScCS que en las hojas.



Petkus Riodeva

Figura 4.32. Comparacion entre las raices y las hojas de las cantidades relativas de los
ARNm de los distintos genes analizados en esta tesis. Las comparaciones se han llevado a
cabo sin Al (O horas) y con Al (24 horas) a 300 pM y tanto en el cultivar tolerante Petkus
(a la izquierda) como en la linea sensible Riodeva (a la derecha). En todos los casos se ha
asignado el valor 1 de referencia a las raices.

Una situacion semejante se observa en el caso de la linea sensible Riodeva
(parte derecha de la Figura 4.32) , las cantidades de los mensajeros para todos
los genes son mayores en las raices que en las hojas, tanto sin Al como con Al,
aunque la diferencias entre raices y hojas son menos acusadas que en el caso

del cultivar tolerante Petkus.

En las raices de Riodeva sin Al hay 3,8 veces (0,26) mas ARN de ScMDHI, 11
veces (0,09) mas de ARNm de ScMDH?2, 2,2 veces (0,45) mas de ARN de ScFUM
y 4,7 veces (0,21) mas de ARNm de ScCS que en las hojas. En las raices de
Riodeva con Al hay 1,19 veces (0,84) mas de ARNm de ScMDHI1, 2,2 veces
(0,46) mas de ARNm de ScMDH?2, 2 veces (0,51) mas de ARNm ScFUM y 2,2
veces mas (0,45) de ARNm de ScCS que en las hojas.

2.2.6. Comparacion de la expresion (cantidades relativas) de los ARNm

de los genes aislados en esta tesis con las cantidades de los ARNm de

genes candidatos de tolerancia o involucrados en la tolerancia en

estudios previos:-

Durante el desarrollo de los estudios de expresion de los ARNm de los genes
ScMDH1, ScMDH2, ScCS y ScFUM también nos hemos preguntado sobre la
expresion de los ARNm de otros genes previamente descritos en otros trabajos
como genes de tolerancia o implicados en la tolerancia al estrés por Al. El
primer gen candidato de tolerancia al estrés por Al se aislo en trigo (Sasaki y

col 2004), el gen TaALMTI1, que codifica para un transportador de malato
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activado por Al. El segundo gen candidato se caracterizo en sorgo, el gen
SbMATE, que codifica para un transportador de citrato activado por Al
(Magalhaes y col 2007). Poco tiempo después en cebada se identifico otro gen
de la familia MATE, HcAACT1 o HVMATE]1, involucrado en la tolerancia en esta
especie (Furukawa y col 2007). En centeno el primer gen de tolerancia, el gen
ScALMTI1, de la familia ALMT se caracterizo por (Fontecha y col 2007) y ,
posteriormente, por Collins y col (2008). Posteriormente, se han descrito otros
genes de la familia MATE que también parecer estar involucrados en el estrés
por Al en esta especie, SCMATE1 (ScFRDL1) y ScMATEZ2 (ScFRDL2) (Yokosho y
col 2010, Silva-Navas y col 2011). Por ultimo, otro de los genes involucrados
en la tolerancia al aluminio, STOP1, es un factor de transcripcion necesario
para la expresion de ALMT y de MATE, entre otros genes, en Arabidopsis y
arroz (Iuchi y col 2007). Por tal motivo, también hemos analizado la expresion
de los ARNm de los genes ScALMT1, ScMATE1 y STOPI en el cultivar tolerante

Petkus y en la linea consanguinea Riodeva.

Los resultados obtenidos estan resumidos en la (Figura 4.33.) En la parte
superior (B) se indican los resultados en las raices y en la inferior (B) los de las
hojas. Siempre se ha tomado como referencia (valor 1) para comparar el caso
sin Al (O horas). Las demas situaciones corresponden al tratamiento con Al a
300 pyM durante 24 horas. Las barras con valores positivos significan un
aumento en la cantidad del ARNm del gen o genes correspondientes, las
barras con valores negativos indican una disminucion de la cantidad del
ARNm del gen o genes indicados. Lo primero que llama nuestra atencion es
que en las raices de Petkus (barras azules) y Riodeva (barras rojas) las
cantidades de los ARNm de todos los genes caracterizados en esta tesis

disminuyen como consecuencia del tratamiento durante 24 horas con Al.

Sin embargo las cantidades de los ARNm de ScALMT1 y ScMATE1 aumentan
en Petkus, mientras que en Riodeva solo aumenta ScALMTI. El aumento mas
intenso (25 veces con respecto al caso sin Al) se produce en el caso del ARNm
de ScALMTI1 en el cultivar tolerante (Petkus). El ARNm de ScSTOPI1 parece
disminuir algo en las raices Petkus y no cambia en las de Riodeva. En lo que

respecta a las hojas (Figura 4.33 B), la situacion es diferente.
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Figura 4.33. Cantidades relativas de los mensajeros de los genes ScMDHI1, ScMDH?2,
ScCS, ScFUM, ScCALMT1, ScMATE1 y ScSTOPI en raices (A, parte superior) y en hojas (B,
parte inferior) del cultivar tolerante Petkus (barras azules) y de la linea consanguinea
Riodeva (barras rojas). En todos los casos se ha tomado como referencia (valor 1) el caso
sin Al (O horas). Todas las demas situaciones se corresponden con el tratamiento con Al
a 24 horas y 300 pM. Las barras con valores positivos indican aumento de la cantidad
del ARNm del gen correspondiente, mientras que las que poseen valores negativos
significan disminucién de la cantidad de ARNm del gen o genes correspondientes.

2.2.7. Localizacion subcelular de las proteinas hipotéticas codificadas

por los genes ScMDH1, ScMDH2, ScCS y ScFUM aislados en este
trabajo:-

Para tratar de averiguar la la localizacion subcelular de las proteinas
hipotéticas codificadas por los genes analizados en este trabajo utilizamos el

programa “TargetP 1.1”7 (www.cbs.dtu.dk/services/TargetP). Este programa

predice la localizacion subcelular de proteinas eucarioticas en base a la
presencia de una secuencia senal en el extremo N-terminal. Ademas de este
programa también se emplearon otros recomendados en la base de datos del
NCBI. Por lo tanto, este programa es capaz de deducir un valor de
probabilidad en caso de que la proteina presente un péptido de transicién
cloropastidico (cTP), un péptido sefial mitocondrial (mTP) o un péptido senal
de la ruta secretora (SP). El programa define la fiabilidad de la prediccion de la
localizacion subcelular mas probable. En el caso de las proteinas analizadas
(MDH1, MDH2, CS y FUM), el programa predice una localizaciéon mitocondrial
con valores de probabilidad muy altos en todos los casos (0.892, 0.831, 0.935
y 0.815, respectivamente). También se obtuvo la misma localizacion
subcelular mitocondrial cuando se emplearon otros programas de analisis. Por

tanto, las localizaciones subcelulares mitocondriales obtenidas coinciden con
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lo esperado, ya que las secuencias de partida seleccionadas de cebada y arroz
correspondian en todos los casos a genes que codifican para proteinas

mitocondriales.

Tabla 4.14.Valores de probabilidad obtenidos con el programa TargetP 1.1 que predice
localizaciones subcelulares a partir de las secuencias de aminoacidos de la proteinas.
(Len) N° de aminoacidos de la proteina hipotética, (cTP) Probabilidad para Péptido de
transicion cloropastidico, (mTP) Probabilidad para Péptido sefial mitocondrial, (SP)
Probabilidad para Pétido sefial de la ruta secretora, (Loc) Localizacion subcelular mas
probable, (M) Mitocondrial, (RC) Clase de fiabilidad, de 1 a 5, donde 1 es indicativo de
la prediccién mas fuerte. Por lo tanto, cuanto menor es el valor de RC, mas segura es
la prediccion

Proteina Len cTP mTP SP other Loc RC
340 0.126 0.892 0.004 0.044 M 2
340 0.092 0.831 0.005 0.041 M 2
472 0.023 0.935 0.009 0.084 M 1
494 0.044 0.815 0.196 0.007 M 2

2.3. Identificacion y caracterizacion de un gen involucrado en el

mantenimiento de la pared celular en centeno:-

La pared celular es una barrera fisica entre el ambiente y el contenido de las
células vegetales y sus modificaciones estan a menudo asociadas con
respuestas de defensa en las plantas (Vorwerk y col 2004). Las pectinas son
los componentes principales de la pared en bacteria, hongos y plantas. Las
pectinas son polisacaridos altamente complejos que pueden llegar a contener
hasta 17 monosacaridos diferentes y son ricas en acido galacturénico. En
dicotiledoneas las pectinas representan entre el 30-35% de la pared celular en
peso seco. En las pectinas es possible distinguir cuatro dominios pépticos de
poslisacaridos: homogalacturonano (HGA), rhamnogalacturonano I (RGI),
rhamnogalacturonano II (RGII) y xylogalacturonano (XGA), que difieren tanto
en la estructura de la macromolecula como en la presencia y diversidad de

cadenas laterales (Pelloux y col 2007).

Las Pectin metilesterasas (PME) son enzimas ubicuas que modifican el grado
de metilesterificacion de las pectinas. La accion de las PME modifica la
estructura de las pectinas de la pared celular y estas modificaciones estan
asociadas con cambios en el pH y en el contenido i6nico de la pared celular y
estan relacionados con respuestas de estrés y cambios durante el desarrollo
vegetal. Las PME de plantas estan involucradas en procesos reproductivos y
vegetativos, incluyendo la formacion del polen y la madera. Ademas, las PME

estan implicadas en las interacciones planta-patégeno. Las enzimas de PME
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pertenecen a una amplia familia multigénica. En Arabidopsis thaliana,
Populus trichocarpa y Oryza sativa se han anotado 66, 89 y 35 marcos de
lectura abiertos (ORF) como hipotéticas PME. El bajo nimero de ORF en arroz
es consistente con el dato de que los HGA (homogalacturonano) son menos

abundante en monocotiledones que en dicotiledones (Pelloux y col2007).

2.3.1. Identificacion y caracterizacion de una pectin metilesterasa

(ScPME) de centeno:-

Con el fin de aislar un gen ScPME que pudiera estar relacionado con la
tolerancia al aluminio, se extrajo el ADN de hojas jovenes siguiendo el
procedimiento que se ha descrito previamente en métodos. Tras esto,
disenamos parejas de “primers” (Apéndice I) basandonos en la secuencia del
gen ZmPME (pectin methylesterase de maiz, MAGI 4.0_158804) (Krill y col
2010). Este gen parece modificar su expresion en maiz por el estrés con Al
Los productos de la PCR con ADNg de centeno que mostraron el tamano
esperado fueron clonados de acuerdo al procedimiento descrito métodos.
Posteriormente, la secuencia completa del ADNg de ScPME en el cultivar Ailés
fue determinada mediante el empleo de la técnica “The Genome Walking”
(Paseo cromosomico) con el kit Universal Genome Walker (Clontech, USA).
Inicialmente amplificamos un fragmento de 1639 pb a partir del ADNg de las
hojas de centeno. Posteriormente, se disefiaron nuevos “primers” (Apéndice I)
a partir de la secuencia del fragmento de gen ScPME del cultivar Ailés para
amplificar las secuencias completas de PME en las demas muestras de
centeno (Petkus, Imperial y Riodeva) mediante PCR. Para completar el analisis
de la secuencia del gen ScPME, las regiones promotora (“upstream”) y la region
“downstream” fueron aisladas a partir de las muestras de Imperial, Petkus y
Riodeva utilizando nuevas parejas de “primers” (Apéndice I). En la (Figura
4.34) se representa esquematicamente la estructura en exones e intrones del

gen ScPME.

Intrén

Pro(372 pb) (115 ek} Downstream (641 pb)
Exon 1 (997 ph) Exon 2 (695 ph)
ORF (1692 pb) Exén 1 (997 pb) Exon 2 (695 pb)

Figura 4.34. Esquema de la estructura del gen ScPME de centeno. En
gen contiene dos exones de color verde y rojo, respectivamente, y un
intréon pequeno de 115 pares de bases. La region promotora aislada
por el momento tiene 372 pb y se indica con una linea de color azul
oscuro, la region “downstream” tiene 641 pb y se indica por una linea
de color negro.
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La secuencia del ADNg que hemos obtenido para el gen ScPME contiene un
fragmento del promotor de 372 pb, un primer exén de 997 pb, un intrén de
115 pb, un segundo ex6n de 695 pb y una region “dowstream” de 641 pb. El
marco de lectura abierto (ORF) presenta una longitud de 1692 pb, incluyendo
el codon de terminacion. Todas las secuencias del gen de la pectin metil
esterasa (ScPME) de centeno fueron comparadas con las correspondientes
secuencias de trigo, B. distachyon, sorgo, maiz y arroz. Los valores de
identidad obtenidos fueron 96%, 87%, 86%, 86%, respectivamente (Figura
4.35).

Como en los genes anteriores, llevamos a cabo analisis de la identidad
encontrada entre el ADNc del gen ScPME y los ADNc de los genes PME de seis
especies diferentes de Poaceas (Figura 4.35). Para ello, empleamos el programa

rVISTA, (http://genome.lbl.gov/vista/rvista/about.shtml). Como se puede

observar, el gen mas proximo al ScPME de centeno es el de trigo, seguido de B.
distachyon. El gen que mostré una menos identidad con el de centeno fue el
de arroz. El gen ScPME codifica para una proteina hipotética de 563
aminoacidos. La proteina ScPME hipotética presenta un peso molecular
estimado de 6.12 kDA y un punto isoeléctrico de 8.91, que fue calculado
gracias al programa Vector NTI. La (Figura 4.36) muestra los valores obtenidos
para las identidades y similitudes entre la proteina ScPME hipotética de
centeno y las proteinas PME correspondientes en trigo (97% y 98%), B.
distachyon (91% y 96%), arroz (85% and 93%), sorgo (84% y 92%), maiz (74%
y 82%) y Arabidopsis thaliana (41% y 62%).

Centeno (Ailés) “ : ‘
Base genome: sequencel! Chromosome: ScPME 1.1.882

! O — ————— 100%
Trigo
50%
| 100%
" #
50%
i 100%
Sorgo
50%
i 100%
e %
50%
‘ 100%
Arroz
50%

T
01k

T T T T T T T
021k 0,41k 081k 081k 1,01k 121k 1,41k 1,61k

Figura 4.35. Comparacion de las identidades entre las secuencias de ADNc del gen ScPME
del centeno tolerante Ailés con las de otras especies de Poaceas: trigo, B. distachyon, sorgo,
maiz y arroz. Comparaciéon llevada a cabo con el programa rVISTA. Ordenadas de arriba
hacia abajo de mayor identidad a menor identidad.

153


http://genome.lbl.gov/vista/rvista/about.shtml

Bidentidad @ similitud

100

90
80

70

60
50
40
30
20
10

Trigo B. distachyon Arroz Sorgo Maiz A. thaliana

Figura 4.36 Porcentajes de identidades y similitudes entre las
secuencias de aminoacidos de la hipotética proteina codificada por el
gen ScPME de centeno y las secuencias de las proteinas PME de
otras especies de Poaceas y de Arabidipsis thaliana. Ordenadas de
izquierda a derecha de mayor a menor identidad y similitud.

2.3.2. Anadlisis de las estructuras secundaria y terciaria de la proteina
ScPME de centeno:-

La hipotética estructura secundaria de la proteina ScPME de centeno se
obtuvo utilizando el servidor para la prediccion de estructuras proteicas

PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). En esta proteina se

encontraron varios dominios descritos previamente en otras PME. El dominio
PMEI (Pfam04043) contenia 7 hélices o y una pequena lamina 3, y el dominio
PME (Pfam01095) mostraba 3 hélices o y 18 laminas . El dominio PME de la
proteina ScPME de centeno comparte un 55% de identidad con el de la
proteina PME de zanahoria (Daucus carota, UniProt, P83218; PDB, 1GQ8). La
proteina PME de zanahoria ha sido purificada y el analisis de la proteina
cristalizada mostré que pertenece a la familia de las proteinas “right-handed
parallel p-helix proteins” (Goodenough and Carter 2000). Con el fin de crear un
hipotético modelo tridimensional de la proteina ScPME de centeno empleamos
el programa SWISS-MODEL (ver Material y Métodos). El modelo proteico
generado para la proteina ScPME de centeno (cultivar Ailés) visto mediante el

software Jmol (www.jmol.org) se muestra en la Figura 4.37.
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Figura 4.37. A la izquierda la hipotética estructura secundaria obtenida con
el PSIPRED v3.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para la hipotética
proteina ScPME de centeno. En color verde se ha indicado el dominio PMEI
constituido por 7 regiones a hélice y una pequena region lamina 8. En color
rojo se ha marcado el dominio PME constituido por 3 regiones a hélice y 18
regiones lamina B. A la derecha la hipotética estructura terciaria de ScPME
del cultivar Petkus. Estructura terciaria obtenida con el programa SWISS-
MODEL. La proteina de la base de datos del Protein DataBase (PDB) que
presenté mayor similitud con las nuestras (55 %) fue la PME de zanahoria
(Daucus carota).

2.3.3. Estructura de la proteina ScPME esperada.:-

Los dominios de la proteina hipotétita codificada por el ADNc del gen ScPME se
detectaron mediante la utilizacién del software InterProScan Sequence Search

(http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools /InterProScan/) del EMBL-EBI. La enzima ScPME

presenta los siguientes dominios: dominio del péptido senal (SP) y dominio
transmembrana (TM) en el extremo N-terminal, el dominio inhibidor de la
Pectin Metilesterasa [PMEI (Pfam04043)] a continuacién de los dominios SP y
TM, después un motivo de procesamiento el dominio PM, (con las secuencias
RRLL o RKLL) y , por ultimo, el dominio Pectin Metilesterasa [PME
(Pfam01095)] en el extremo C-terminal (Figura 4.38).La proteina ScPME, segun
la prediccion, es una proteina soluble. Por lo tanto, estos resultados indican

que la proteina contiene todos los dominios que se esperan en las proteinas

PME del grupo o tipo 2.
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Las enzimas PME del grupo 2 de plantas pertenecen a una gran familia
multigénica. En Arabadidopsis thaliana, Populus trichocarpa 'y Oryza sativa se
han descrito 43, 51 y 19 marcos de lectura abiertos (ORFs) que codificarian
para hipotéticas proteinas PMEs del grupo 2 (Pelloux y col 2007),
respectivamente. Sin embargo, de los 19 ORFs de arroz, inicamente un ORF
presenta todos los dominios caracteristicos del grupo 2, el motivo de
procesamiento RKLL y, segiin la prediccion, también es una proteina soluble.
Ademas, de esta proteina de arroz, también hay otras proteinas PME del grupo
2, con todas las caracteristicas previamente descritas y con una elevada
identidad con la proteina ScPME, que aparecen en diferentes bases de datos de
secuencias de plantas. Algunas de ellas son las proteinas PME de Zea mays,

Triticum aestivum, Sorghum bicolor y Brachypodium distachyon.

SP = Péptido sefial
TV = Dominio Transmembrana

SP TM PMEI domain PM PME domain PMEI (PfamD4043) = Dominio Inhibidor
e [T T [ oo |
= Motivo de procesamiento (con las
Pfam04043 Pfam01095 secuencias RRLLy RKLLA)

PME (Pfam01095) = Dominio Pectin Metil
Estrerasa.

Figura 4.38. Esquema con los diferentes dominios encontrados en la proteina
hipotética ScPME por el programa InterProScan. Desde el extremo amnino terminal
(N-term) hasta el extremo carboxilo terminal (C-term) el programa predice los
siguientes motivos: Péptido sefal (SP), Transmembrana ™, Inhibidor de la Pectin
Metilesterasa (PMEI), motivo de procesamiento (PM) y Dominio Pectin Metilesterasa
(PMI). Cada dominio se ha representado con un color diferente.

2.3.4. Localizacion cromosomica del gen ScPME:-

Con el fin de localizar el gen ScPME en un brazo cromosémico de centeno,
llevamos a cabo amplificaciones empleando parejas de “primers” especificos de
centeno que se disenaron a partir de las secuencias del gen ScPME del
cultivar de centeno Imperial y del gen PME del cultivar Chinese spring de
Triticum aestivum (Apéndice I). Con estas parejas de “primers” especificas de
centeno amplificamos el ADNg de el centeno (I) y trigo (CS) parentales
(Imperial y Chinese Spring, respectivamente), de las siete lineas de adiciéon
disomicas trigo centeno (1R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R y 7R), del anfiploide que tiene
todos los cromosomas de trigo y centeno (CS-I) y de la linea de adicion
ditelocéntrica (Figura 4.39). El fragmento amplificado especifico de centeno
estaba presente en el parental centeno (I), en el anfiploide trigo-centeno (SC-I),

en la linea de adicion 2R y en la linea ditelocéntrica 2RL. Dichos fragmento
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estaba ausente en el resto e las lineas. Por tanto, elgen ScPME de centeno se

localiza en al brazo largo del cromosoma 2R.

M CS CS-1 2R 2RL

Figura 4.39. Localizacion cromosoémica del gen ScPME de centeno. Trigo
(Triticum aestivum) parental Chinese Spring (CS), centeno (Secale cereale)
parental Imperial (I). Anfiploide trigo-centeno (CS-I), lineas de adiciéon
disémicas trigo-centeno (Chinese Spring-Imperial) 1R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R
y 7R. Linea de adicion ditelocéntrica 2RL. M: marcador de peso molecular
(100 a 3000 pb).

2.3.5. Determinacion del patron de expresion del gen ScPME mediante

RT-PCR Semicuantitativa:-

Para tratar de estimar los cambios en las cantidades del mensajero del gen
ScPME de centeno por estrés con Al llevamos a cabo estudios mediante QRT-
PCR (PCR cuantitativa). Sin embargo, las cantidades de este ARNm son
bastante bajas y son dificiles de cuantificar los cambios empleando esta
metodologia. A pesar de ello, los resultados obtenidos mediante QRT-PCR
indican que hay mayor cantidad del ARN-m del gen ScPME en las raices que
en las hojas y que el tratamiento con Al produce una disminucion en las

cantidades de este ARNm en las raices del cultivar tolerante Petkus.

Debido a esta dificultad a la hora de cuantificar mediante QRT-PCR los
cambios en la expresion del ARNm de ScPME decidimos llevar a cabos estudios
de RT-PCR semicuantitativa. Para ellos realizamos extracciones de ARN, tanto
en raices como en hojas, a diferentes tiempos (0, 4, 8, 12 y 24 horas) a una
concentracion de 300 uM de Al y también llevamos a cabo extracciones a
diferentes concentraciones 25 uM, 50 uM y 100 uM a 12 horas de tratamiento
con Al. En ambos casos (diferentes tiempos y distintas concentraciones) las
extracciones se realizaron a partir de plantas del cultivar tolerante (Petkus) y
de la linea consanguinea sensible (Riodeva). En todos los casos el gen que se
utiliz6 como control fue el gen de actina, cuya expresion no varia ni en las
hojas, ni en las raices, a diferentes tiempos de tratamiento con Al ni a
diferentes concentraciones de Al. En la PCR semicuantitativa se empleo el
ADNc obtenido mediante transcripcion inversa de 200 ng de ARN total
recogido tras los tratamientos a diferentes tiempos y concentraciones de Al y el

numero de ciclos fue 30.
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Figura 4.40. Cambios en las cantidades del ARNm del gen ScPME por
estrés con Al mediante RT-PCR semicuantitativa. (A) Raices del
cultivar tolerante Petkus tratadas con Al a diferentes tiempos. (B)
Raices y hojas del cultivar tolerante Petkus tratadas con diferentes
concentraciones de aluminio. (C)Raices del cultivar sensible Riodeva
tratadas con aluminio a diferentes tiempos. (D) Raices y hojas del
cultivar sensible Riodeva tratadas con diferentes concentraciones de
aluminio

En la Figura 4.40 se resumen los resultados obtenidos en la RT-PCR
semicuantitativa. En primer lugar, el gen utilizado como control (la actina) no
sufre cambios en su cantidad como consecuencias de los tratamientos a
diferentes tiempos y concentraciones ni en las hojas ni en las raices. Sin
embargo, la cantidad del ARNm del gen ScPME del cultivar tolerante Petkus se
reduce por el tratamiento con Al a 300 uM, de manera mas intensa a las
primeras horas (4, 8 y 12 horas) (Figura 4.20 A). En las hojas del cultivar
tolerante Petkus y en las hojas de la linea sensible Riodeva no se detecta
practicamente expresion del ARNm de ScPME. En las raices del cultivar
tolerante Petkus a distintas concentraciones a las 12 horas de tratamiento se
observa una disminucién de la cantidad de ARNm a medida que aumenta la
concentracion (Figura 4.20 B). En las raices de la linea sensible Riodeva a
diferentes tiempos se puede ver que durante las primeras horas (4, 8 y 12
horas) se produce una disminuciéon de la cantidad del ARNm del gen ScPME,
pero a las 24 horas se observa un aumento con respecto al caso sin Al (O
horas). (Figura 4.20 C). En las raices de la linea sensible (Riodeva) se observa
que a medida que aumenta la concentracion tras 12 horas de tratamiento con

Al va aumentado la cantidad de ARNm del gen ScPME.
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También es importante destacar que la cantidad de ARNm de ScPME en las
raices del cultivar tolerante (Petkus) sin Al (O horas) es bastante mas alta que
en las raices de la linea sensible (Riodeva). Sin embargo, después del
tratamiento con Al a 300 uM tras 24 horas de exposicion, la situacion se
invierte ya parece existir una mayor cantidad en las raices del cultivar

sensible que en las raices del tolerante.

2.3.6. Relaciones filogenéticas entre miembros de la pectin metil

esterasa de cereales:-

Para confirmar que el gen ScPME aislado en centeno es el ortologo del gen de
maiz empleado para el diseno de los “primers” estudiamos las relaciones
filogenéticas con otros genes disponibles en las bases de datos del NCBI. Por
tanto, una vez que obtuvimos la secuencia del gen ScPME llevamos a cabo la
busqueda de secuencias homologas a la Pectin Metilesterasa en otras especies
de Poaceas mediante la utilizacion de la aplicacion GenBank BLAST.
Posteriormente, analizamos las relaciones filogenéticas entre los ANDc, por un
lado ,y entre las proteinas de diferentes especies vegetales con el programa
MEGA 5.05 (Tamura y col 2007).

En todos los casos, se emplearon tres métodos de agrupamiento (Neighbour
Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y once modelos distintos de
analisis para las secuencias de nucleétidos (N° of differences, p-distance,
Poisson, Maximum Composite Likelihood, Jukes-Cantor, Tajima Nei, Kimura 2-
parameter, Tamura 3-parameter, General Time Reversible, Tamura Nei y
Hasegawa-Kishino-Yano). En el caso de las secuencias de nucleétidos de los
ADNCc se obtuvieron un total de 33 (3 x 11) dendrogramas. De igual forma,
para la comparacion de las secuencias de aminoacidos de la proteina
hipotética codificada por ScPME, se utilizaron tres métodos de agrupamiento
(Neighbour Joining, Maximum likelihood y Minimum evolution) y nueve modelos
distintos de analisis de las secuencias de aminoacidos (N° of differences, p-
distance, Poisson, Equal input, Dayhoff, Jones-Taylor-Thornton (JTT), Dayhoff
model with Freqs. (+F), WAG model, WAG with Fregs. (+F)). Por tanto, en las
comparaciones de proteinas se obtuvieron un total de 27 (3 x 9)
dendrogramas. En todos los casos se utilizo el programa “Mega 5.05”
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura y col 2011) para obtener
todos los dendrogramas. El valor de “Bootstrap” empleado en todos los casos
fue 10.000.



En todos los casos, los diferentes dendrogramas obtenidos con distintos
meétodos de agrupamiento y con diferentes estimadores de los cambios
nucleétidicos o, en su caso, de los cambios de aminoacidos, tenian la misma
estructura. Es decir, siempre mostraban los mismos agrupamientos (“cluster”)
y subagrupamientos (“subcluster”’). Ademas, los valores de “bootstrap”
obtenidos en todos los casos fueron bastante elevados, indicando que los
dendrogramas obtenidos y los “clusters” y “subclusters” observados son
bastante consistentes. Para identificar grupos de genes ortologos (o niveles de
ortologia) a partir del analisis de los “clusters” utilizamos el programa LOFT

2.2 (van der Heijden y col 2007).

En el caso de los ADNc (Figura 4.41) solamente encontramos unas pocas
secuencias de ADNc de Poaceas que tuvieran una identidad elevada con la
secuencia de centeno. Con las secuencias de estas especies obtuvimos las
relaciones filogenéticas indicadas en la (Figura 4.41) y son las mismas que
hemos empleado para estudiar la variabilidad de este gen en Poaceas. Como
puede observarse en el dendrograma representado en la Figura 4.41 los
valores de “boostrap” son muy elevados, siendo por tanto, muy consistentes
todos los agrupamientos y ramificaciones. La secuencia mas cercana a la de
centeno es la de trigo, después esta la de B. distachyon y luego la de arroz y,
posteriormente, las de sorgo y maiz. Todas ellas codifican para hipotéticas
Pectin Metilestersas de tipo 2. Por tanto, la secuencia de centeno (ScPME) de
centeno es ortologa de las secuencias de partida de maiz (rombo de color

verde) y de arroz (circulo de color rojo).

ADNc

100 Secale cereale(Petkus) ]
100 Triticum aes tivum AK330784.1
= Brachypodium dis tachyon Bradi5g12300
® Oryza sativa NM 001059516.1
Sorghum bicolor XM 002447913.1
100 & Zea mays NM 001112017.1

P
20

Neighbour Joining, N2 de diferencias, Boostrap: 10.000

Figura 4.41: Dendrograma conseguido con las secuencias de los ADNc (ARNm) del
gen ScPME en diversas especies de Poaceas y con ricino. El método de
agrupamiento utilizado ha sido Neighbour Joining y el estimador de cambios
nucleotidicos empleado fue el N° de diferencias (N° of differences). “Bootstrap” de
10.000 réplicas. El circulo de color rojo indican la secuencia de arroz de partida y
el rombo de color verde la secuencia de maiz. Con texto de color azul se ha
indicado la secuencia de pectin metilesterasa obtenida en esta tesis.
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En el caso de los dendrogramas obtenidos con proteinas de PME, ademas de
las secuencias de otras especies de Poaceas también empleamos secuencias de
otras especies vegetales obtenidas en la base de datos de NCBI. En la
construccion del dendrograma no se utilizaron todas las secuencias
disponibles en las bases de datos, ya que en este caso era un numero muy
elevado y, por tal motivo, decidimos llevar a cabo una seleccion de aquellas
que mostraron una mayor identidad y similitud con la de centeno. Como ya
hemos comentado todos los dendrogramas obtenidos con las proteinas tenian
la misma estructura y solamente hemos representado en la (Figura 4.42) el

obtenido mediante Neighbour Joining y N° de diferencias.

En este dendrograma hemos obtenido dos “clusters” diferentes (uno marcado
con lineas rojas y otro con lineas verdes) de diferentes especies de Poaceas. El
programa LOFT 2.2 indica que se trata de dos grupos de genes ortélogos
distintos. La secuencia aislada en este trabajo (marcada con texto de color
azul) esta agrupada junto con la secuencia de maiz de procedencia (rombo de
color verde) y con la de arroz (rombo de circulo de color rojo). Por tanto,
nuestros resultados indican que la secuencia que hemos aislado en centeno es

ortologa de las secuencias de procedencia de maiz y arroz.

De nuevo, las relaciones filogenéticas obtenidas con proteinas indican que la
mas proxima a la de centeno es la secuencia de PME de trigo, después estan

B. distachyon y arroz y, por ultimo, las secuencias de maiz y sorgo.

2.3.7. Diversidad molecular en centeno y otras podceas:-

Como en los casos de los genes anteriores, también llevamos a cabo un
analisis de variabilidad observada entre las secuencias de los ADNc completos
y de los dos exones de las cuatro muestras de centeno (Ailés, Imperal, Petkus
y Riodeva) y entre las secuencias de distintas Poaceas (la nuestra de centeno,
trigo, B. distachyon, arroz, maiz y sorgo) obtenidas en la base de datos del

NCBI. Dicho estudio se realizo empelando el programa DnaSP 5v5.

En la (Tabla 4.15) se resumen los datos obtenidos al comparar las cuatro
muestras de centeno. El exén mas variable es el 1, con 20 SNPs, es decir el
numero de SNPs por cada 100 nucleétidos de este exon es 2. La diversidad
nucléotidica n para el ADNc es 0,00808. El numero de cambios sinénimos (15)

es mayor que el de no sinénimos (11).
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Figura 4.42: Dendrograma obtenido con las secuencias de aminoacidos de la
proteina hipotética del gen ScPME en diversas especies de Poaceas y otras
especies vegetales. El método de agrupamiento utilizado ha sido Neighbour
Joining y el estimador de cambios de aminoacidos empleado fue el de N° de
diferencias.. “Bootstrap” de 10.000 réplicas. Las lineas de color rojo marcan uno
de los “clusters” de Poaceas. El otro “cluster” de Poaceas estamarcado con lineas
de color verde. El circulo de color rojo indica la secuencia de arroz de partida y el
rombo de color verde la secuencia de maiz. Con texto de color azul se ha indicado
la secuencia de Pectin Metilesterasa de centeno obtenida en esta tesis.
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Tabla 4.15. Variabilidad detectada entre las
cuatro muestras de centeno (Ailes, Imperial,
Petkus y Riodeva. Analizada por exones y para
el ADNc completo de ScPME.

Centenos (4 secuencias) Ex6n1l Ex6n2 ADNc
N° total de secuencias 4 4 4
N° total de posiciones o sitios 997 695 1692
Sitios invariables (monomérficos) 977 690 1667
Sitios variables (polimérficos) (SNPs) 20 5 25
SNPs/100 2 0,72 1,48
Sitio variable (singleton) 15 6 20
Sitios variables parsiménicos 5 0 5
N° total cambios sinénimos 13 2 15
N° total cambios no sinénimos 8 3 11

En el caso de las diferentes especies de Poaceas (Tabla 4.16) la variabilidad es
aun mayor, siendo igualmente superior en el exén 1 (27 SNPs/100 pb) que en
el exon 2 (18,4 SNPs/100 pb). Sin embargo, entre las especies de Poaceas
estudiadas el numero de cambios no sinonimos (294) es bastante mayor que el

de sinénimos (76).

En la (Tabla 4.17) se pueden comparar los resultados obtenidos del estudio de
variabilidad con los ADNc completos del gen ScPME entre las muestras de
centeno con los obtenidos entre las especies de Poaceas. Como era de esperar,
al igual que lo sucedido con los anteriores genes analizados, la diversidad
observada es bastante mayor entre especies de Poaceas que entre las
muestras de Secale cereale. La diversidad nucleotidica T en Poaceas es de
0,11592 mientras que entre centenos es 0,00808. En correspondencia, la
conservacion de las secuencias es mucho mayor entre centenos (0,985) que
entre Poaceas (0,759). Llama la atencién la inversion en la frecuencia de los
cambios sinénimos y no sinénimos, ya que estos ultimos son mucho mas
frecuentes que los sinoénimos entre Poaceas, mientras que entre centenos es al

reves.
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Tabla 4.16. Variabilidad detectada entre cinco
especies de Poaceas, incluida centeno (un total
de 5 secuencias, las mismas que las incluidas

en el dendrograma de

la Figura 4. 41).

Analizada por exones y para el ADNc completo

de PME.

Poaceas (6 secuencias) Exé6nl Exé6n2 ADNc
N° total de secuencias 6 6 6
N° total de posiciones o sitios 1020 691 1711
Sitios invariables (monomérficos) 719 564 1283
Sitios variables (polimérficos) (SNPs) 275 127 402
SNPs/100 27 18,4 23,5
Sitio variable (singleton) 129 67 196
Sitios variables parsimonicos 146 60 206
N° total cambios sinonimos 55 21 76
N° total cambios no sinénimos 188 106 204

Tabla 4.17. Variabilidad detectada en los ADNc
completos del genes PME entre diferentes
cultivares de centeno y entre distintas especies de
Poaceas (incluida centeno). Parametros de
diversidad genética estimados con el programa

DnaSP v5.

ScPME Centenos Poaceas
N° total de secuencias 4 5
N° total de posiciones o sitios 1692 1711
Sitios invariables (monomoérficos) 1667 1283
Sitios variables (polimorficos) (SNPs) 25 402
Sitio variable (singleton) 20 196
Sitios variables parsiménicos 5 206
Numero de haplotipos, h 4 5
Diversidad haplotipica 1 1
Diversidad nucleotidica, t 0,00808 0,11592
Conservacion secuencia 0,985 0,759
N° total cambios sinénimos 15 76
N° total cambios no sinénimos 11 294
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V.DISCUSION




Discusion

5.1. Evaluacion de la tolerancia al estrés por Al mediante estimacion del

crecimiento de las raices:-

Las pruebas de tolerancia al estrés por Al en cultivo hidropénico se basan en
la medicién del crecimiento de las raices. Los dos parametros que hemos
utilizado para estimar como afecta el Aluminio al crecimiento de las raices,
RRL y RRS, han dado resultados bastante semejantes por el tratamiento. El
parametro RRL estima el porcentaje relativo de reduccion del crecimiento
después del tratamiento, lo que crece la raiz después del tratamiento. El
estimador RRS estima el porcentaje relativo de reduccion del crecimiento total
de la raiz. Como se puede observar en la (Tabla 4.1) y en la Figura 4.1 la
principal consecuencia del tratamiento con Al es wuna inhibicion del
crecimiento de la raiz. Ambos parametros nos permiten clasificar a los
cultivares estudiados como muy tolerantes, aquellos en los que el porcentaje
de reduccion es muy bajo (RRS inferior al 6% y RRL inferior al 15%) y, muy
sensibles, aquellos en los que el porcentaje de reduccion es bastante elevado
(RRS superior al 29% y RRL superior al 72%). Entre ambos extremos tenemos
toda una gama de -cultivares de centeno que podriamos definir como

moderadamente tolerantes.

Estos dos parametros son los mas empleados por la mayoria de los
investigadores para evaluar la tolerancia al aluminio ya que se basan en
mediciones de la principal consecuencia del estrés por Al, la inhibicién o
reduccion del crecimiento de la raiz. Aunque también se han utilizado y se
emplean otros métodos para evaluar la tolerancia al estrés por Al. La tincion
con hematoxilina es uno de esos métodos ya que pone de manifiesto la region
de la raiz en la que se acumula el Al y la cantidad de Al acumulado. Un alto
grado de tincion del extremo de la raiz significa que la planta sometida el
estrés por Al es sensible ya que se acumula una gran cantidad de Al. Sin
embargo, la ausencia de tincion después del tratamiento significa que la
planta analizada es tolerante ya que no se ha acumulado Al. Este método se
ha empleado con bastante frecuencia en diferentes cultivares de trigo y
cebada. Pero la mayoria de los cultivares de cebada son muy sensibles y se
tinen con intensidad a las concentraciones empleadas para evaluar cultivares
de centeno. Los resultados obtenidos con nuestros cultivares indican que la
tincién con hematoxilina es un buen sistema para evaluar la tolerancia en
centeno, ya que los cultivares sensibles muestran un alto grado de tincion

mientras que los muy tolerantes apenas presentan indicios de tincion con



Discusion

hematoxilina (Figuras 4.2 y 4.3). De hecho la correlacion existente entre el
método de tincion con hematoxilina (HS) y los parametros RRL y RRS es
significativa y bastante elevada en el caso del parametro RRS (0,82). Por tanto,
el método HS parece un sistema fiable para evaluar la tolerancia en diferentes
cultivares de centeno ya que muestra una elevada correlacion (Figura 4.4) con
los parametros RRS y RRL.

Otros autores han desarrollado otros métodos que ponen de manifiesto
diferentes consecuencias del estrés por Al. Dichos métodos consisten en
tinciones que detectan especies reactivas de oxigeno (ROS) utilizando el
reactivo fluorescente DCF-DA (27, 7 -diclorofluoresceina diacetato). Tinciones
que ponen de manifiesto los niveles diferenciales de aldehidos que llevan a la
peroxidacion lipidica (LOOH-derivados aldehidos) que pueden visualizarse en
tejidos de plantas empleando el reactivo de Schiff (Yamamoto et al., 2001; Han
et al., 2008). Un tercer método de tincion con Morin (Tice et al., 1992), que
presenta una alta especificidad por los iones Al3* y es utilizado habitualmente
para detectar aluminio en tejidos de plantas (Larsen et al., 1996; Jones et al.,
2006; Ezaki et al., 2007).

La tincion con Morin indica lo mismo que la tinciéon con hematoxilina, los
cultivares sensibles muestran una tincion fluorescente verde muy intensa en
los apices de las raices, mientras que los tolerantes no presentan tincion
flourescente (Figura 4.7). El reactivo de Schiff indica en qué lugar se produce
peroxidacion lipidica y en qué cantidad. Los resultados indican que se produce
en las mimas zonas de la raiz en que se acumula el Al (Figura 4.6). La tincion
con DCF-DA senala el lugar y la cantidad de especies reactivas de oxigeno, en
particular, H.O,, que se producen. De nuevo los datos indican que la
produccion de ROS coincide en el mismo lugar en el que se acumula el Al
(Figura 4.5). Los resultados obtenidos con los cultivares de centeno indican
que los cultivares tolerantes no se tifien con la tincion fluorescente DCF-DA ni
tampoco con el reactivo de Schiff, por tanto, ademas de no acumular Al en sus
raices (no hay tincion con Morin y con hematoxilina), no se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS) ni peroxidaciéon lipidica como consecuencia del
tratamiento. Sin embargo, en los cultivares sensibles hay acumulacion de Al
(tincion con Morin y con hematoxilina), produccion de H20O: (tincion con DCF-
DA) y peroxidacion lipidica (tincion con reactivo de Schiff). Los cultivares
tolerantes parecen estar mejor preparados para el estrés oxidativo que se

produce como consecuencia del tratamiento con Al.
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Por tanto, estos tres métodos de tincion (DCF-DA, Morin y Schiff) también son

un buen sistema de evaluacion de la tolerancia al estrés por Al en centeno.

5.2. Variabilidad del gen ScALMT1 en diferentes cultivares de centeno:-
Hemos estudiado la variacion de un segmento de 738 pb de la region
promotora y la variacion del exéonl (276 pb), del exon 6 (366 pb) y del intron 5
(109 pb) en diferentes cultivares de centeno con distinto grado de tolerancia al
estrés por Al. El estudio se llevo a cabo mediante amplificacion con parejas de
“primers” especificos y posterior purificacion y secuenciacion de los fragmentos
obtenidos. Lo primero que merece la pena destacar es la gran cantidad de
cultivares que presentaron dos picos de igual altura en la misma posicion en
el electroforegrama correspondiente (Tabla 4.3). Esta situacion se detecto
tanto en la region promotora, como en los exones 1 y 6 y en el intron 5. La
explicacion mas sencilla seria que se trata de plantas heterocigoticas,
suponiendo que solamente existe una copia del gen ScALMT1 por genoma.
Segun esta hipotesis 12 de los 28 cultivares (42,8%) secuenciados en la region
promotora serian heterocigotos, 11 de 35 para el exon 1 (31,4%), 4 de 35 para
el intréon 5 (11,4%) y 10 de 35 para el exéon 6 (28,6%). Estos datos suponen
unos niveles de heterocigosidad bastante elevados. Sin embargo, existen
datos previos que indican la existencia de variabilidad para el numero de
copias de este gen en centeno (Fontecha et al. 2007; Collins et al. 2008). Por
tanto, si existe mas de una copia del gen ScCALMT1, la existencia de dos picos
de igual altura podria significar la existencia de al menos dos copias distintas.
Nuestros resultados, por el momento, no permiten distinguir entre ambas
situaciones, aunque los niveles de hererocigosidad tan elevados que existirian
en el supuesto de que existiera una sola copia por genoma del gen ScALMT1I
nos hacen pensar que probablemente existen mas de una copia de este gen en
algunos de los cultivares analizados.

En lo referente al grado de diversidad observado en las regiones estudiadas del
gen ScALMTI, los valores mas altos de diversidad nucleotidica se encontraron
en la region promotora y en el intron S (Tabla 4.4), la diversidad haplotipica
mayor se detectdé también en la regiéon promotora seguida del exon 6. Es
necesario tener presente que estos datos significan un grado de diversidad
bastante elevado para regiones codificantes (exones 1y 6) y que pueden estar
sobreestimados en el supuesto de que exista mas de una copia del gen

ScALMT1 por genoma.
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No hemos encontrado ninguna relacion entre la variabilidad detectada en
estas zonas del gen ScALMTI1 y el grado de tolerancia al estrés por Al. Los
cultivares sensibles y los tolerantes no muestran diferencias en las secuencias
de nucleétidos de la region promotora, de los exones 1 y 6 ni del intrén S que
expliquen su diferente grado de tolerancia. En centeno el gen ScALMTI se
induce por estrés con Al, sin embargo, en trigo el gen ortologo TaALMTI no se
induce por estrés con Al. Las diferencias en las regiones promotoras del gen
ScALMT1 y del gen TaALMT1 son bastante acusadas y en ellas es posible que
resida la diferente respuesta de estos dos genes ortélogos al estrés por Al. Los
analisis de las secuencias de las regiones promotoras de diferentes cultivares
de trigo han puesto de manifiesto diferencias estructurales importantes entre
cultivares tolerantes y sensibles, detectandose seis haplotipos muy claros
entre los cultivares que mostraban un amplio rango de tolerancia al aluminio
(Sasaki et al. 2006, Raman et al. 2007). Estos datos, sugieren que en trigo las
diferencias en las regiones promotoras del en TaALMTI pueden ser las
causantes de los distintos grados de tolerancia observadas. En centeno, la
informacion que tenemos por el momento, no permite distinguir con claridad
haplotipos de la regiéon promotora asociados con una mayor o menor
tolerancia al estrés por Al. Es importante recordar, que el centeno es mucho
mas tolerante al estrés por Al que el trigo, de hecho, la linea consanguinea de
centeno Riodeva que consideramos sensible al estrés por Al, en realidad
comparada con la mayoria de los cultivares de trigo es tolerante, aunque
légicamente comparada con otros centenos es sensible. Tal vez, parte de este
elevado nivel de tolerancia mostrado por centeno esté basado en que el gen
ScALMTI1 de centeno es inducible por estrés con Al, mientras que el gen
TaALMT1 de trigo no se induce por Al. Probablemente, la diferencia entre
inducirse o no inducirse por Al se deba a diferencias en las regiones
promotoras de trigo y centeno.

La importancia de los diferentes motivos detectados en los haplotipos de los
promotores de trigo no esta todavia clara, pero se ha sugerido que uno o mas
motivos encontrados en los promotores con baja expresion han aumentado su
numero de copias y reordenado para derivar o dar lugar a promotores mas
potentes (Delhaize et al. 2007). Esta hipotesis es interesante debido a la
similitud con las observaciones realizadas para el locus Altsg en Sorghum, pero
obviamente requiere experimentacion adicional. Aunque la expresion de
TaALMT1 es un factor importante para la tolerancia al aluminio, es importante

recordar que no es el Unico, ya que las diferencias en la expresion génica
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explican solamente la mitad de las diferencias observadas en la tolerancia
(Sasaki et al. 2006, Raman et al. 2007).

En el caso del gen HcAACT1 (HuvMATE]I) en la region promotora (“upstream”)
aproximadamente 5 Kb antes del triplete de iniciacion de la traduccion, se ha
encontrado una insercion de alrededor de 1Kb que esta presente en las lineas
de cebada tolerantes y ausente en las sensibles (Fujii et al. 2012, DOI
10.183/ncomms1726). Incluso se han obtenido plantas transgénicas de
cebada con dicha insercion que muestran una mayor exudacion de acido
citrico y un mayor grado de tolerancia al estrés por Al.

Otro factor que atn no esta claro como influye en la tolerancia al estrés por Al
en centeno es el niumero de copias del gen ScCALMTI1. Collins et al (2008) han
encontrado varias copias del gen ScALMTI1 en centeno, el cultivar tolerante
(M39A-1-6) posee cinco copias en tandem y el sensible (M77A-1) dos copias.
Tres de las copias, dos del cultivar tolerante (ScALMTI1-M39.1 y ScALMTI-
M39.2) y otra del cultivar sensible (SCALMTI1-M77.1) se expresan de forma
muy intensa en los apices de las raices y se inducen por Al. También se han
observado formas alternativas de procesamiento en dos de los genes de
ScALMT1, estando en una de ellas correlacionada con una insercion de 400 pb
en un intron. Sin embargo, los resultados obtenidos por Fontecha et al.
(2007) mediante Q-RT-PCR indican que el numero de copias del gen ScCALMT1
es mayor en la linea consanguinea sensible Riodeva (entre cuatro y cinco

copias) que en el cultivar tolerante Ailés (dos copias).

5.3. Identificacion y caracterizacion de algunos genes involucrados en el

metabolismo de los acidos organicos exudados en respuesta al estrés por

Al y de genes implicados en el mantenimiento de la pared celular:-

Hemos aislado y caracterizado el ADNc en cuatro muestras de centeno (tres
cultivares tolerantes y una linea consanguinea sensible) de los genes ScMDH]1,
ScMDH?2, ScCS, ScFUMy ScPME. También hemos obtenido el ADN genémico
de varios de estos genes en el cultivar Ailés (ScMDHI1, ScMDH2, ScCS 'y
ScPME).

A partir de las secuencias nucleotidicas hemos deducido la estructura en
intrones y exones, hemos obtenido las proteinas hipotéticas codificadas por
dichos genes, sus tedricas estructuras secundarias y terciarias y su teorica
localizacion subcelular. También hemos averiguado el cromosoma o brazo
cromosomico de centeno en el que se encuentran los genes identificados y

hemos estudiado su variabilidad y sus relaciones filogenéticas.
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Todos estos genes se han aislado y caracterizado en centeno siguiendo la
misma metodologia. A partir de secuencias de los genes deseados en otras
especies de Poaceas, habitualmente cebada, arroz y maiz, se han disenado
parejas de “primers” especificos para cada gen en regiones conservadas y que
nos permitieran amplificar la region codificante completa (ORF) a partir del
ADNc procedente del ARNm. Por tanto, es muy importante estar seguros de
que las secuencias obtenidas en centeno son realmente las ortélogas
(equivalentes) a las secuencias empleadas para disenar los “primers”.

Para estar seguros de que las secuencias obtenidas en centeno son las
ortologas de las secuencias empleadas para disenar los “primers” hemos
empleado distintos métodos. En primer lugar, hemos comparado la secuencias
de centeno con la de las especies de procedencia, analizando la identidad
nucleotidica. Ademas hemos comparado las secuencias de aminoacidos de las
hipotéticas proteinas codificadas por los ADNc, estudiando la identidad y la
similitud. En tercer lugar, hemos realizado estudios de relaciones filogenéticas
y utilizado programas que permiten definir grupos de genes ortologos. En
todos los casos, para todos lo genes, los valores de identidad nucleotidica, los
valores de identidad y similitud de las secuencias de aminoacidos y las
relaciones filogenéticas obtenidas indican que las secuencias aisladas y
caracterizadas en centeno son las ortélogas de las secuencias utilizadas para
disefiar los “primers”. En todos los dendrogramas obtenidos, ya sea con
secuencias de nucleétidos de ADNc como con secuencias de aminoacidos, las
secuencias aisladas en centeno agrupan en el mismo “cluster” que las
secuencias empleadas para disenar los “primers”. Ademas, la estructura en
exones e intrones para los genes aislados coincide con la estructura esperada
en la inmensa mayoria de los casos para los genes ortologos en B. distachyon.
En la Tabla 5.1 se resume la estructura en exones e intrones de los genes
aislados.

Otro dato adicional que apoya el hecho de que las secuencias aisladas en
centeno son las ortologas de las utilizadas para el disefio de los “primers” es la
localizacion cromosémica. Hemos averiguado el cromosoma o el brazo
cromosoémico en el que se encuentran los genes asilados en centeno. En la
tabla 5.1 se puede ver un resumen de los datos de localizacion cromosémica.
En todos los casos las localizaciones cromosémicas coinciden con lo esperado
segun las relaciones de sintenia entre B. distachyon, trigo, centeno, cebada y

arroz. Las secuencias de Poaceas que agrupan en un mismo “cluster” ademas
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se localizan en regiones cromosOomicas equivalentes (sinténicas) en estas

especies.

Tabla 5.1 Resumen de los resultados de caracterizaciéon, estructura en exones e intrones,
localizacién cromosémica, comparacion de identidades y similitudes, relaciones filogenéticas,
estructuras proteicas secundarias y terciarias y localizacién subcelular. Las identidades
nucleotidicas y de secuencias de aminoacidos estan referidas en la mayoria de los casos a la
secuencia de cebada de procedencia. Cada vez que aparece un SI en relaciones filogenéticas,
significa que la secuencia de centeno esta en el mismo “cluster” y en el mismo grupo de genes
ortélogos que las secuencias de cebada, arroz o maiz utilizadas para disefiar los “primers”.

ScMDH1 ScMDH2 ScCs ScFUM ScPME
Tamano ORF 1029 1023 1419 1485 1692
N° exones 7 7 19 17 2
N° intrones 6 6 18 16 1
Identidad nucleotidica 95% 95% 95% 97% 96%
Localizacién cromosémica 1R 3RL 6RL 4R 2R
Identidad aas 95% 95% 99% 99% 95%
Similitud aas 95% 95% 99% 99% 95%
Hélice a 12 12 23 18 10
Lamina 12 12 3 0 19
Estructura terciaria 1smkH 1smkH 3e04 1gq8
Localizacién subcelular Mitocondri  Mitocondri  Mitocondri  Mitocondri Soluble

al al al al

R. filogenéticas ADNc SI SI SI SI SI
R. filogenéticas proteinas SI SI SI SI SI

Por ejemplo, los genes que codifican para las isoenzimas de MDH de
comportamiento monomeérico en centeno han sido localizados mediante el uso
de lineas de adicion trigo-centeno y mediante analisis de ligamiento en los
cromosomas 1R y 3R (Salinas et al. 1984). Estos datos coinciden con la
localizacion cromosémica de las secuencias de los ADNc de ScMDHI y
ScMDH?2 en el cromosoma 1R y en el brazo 3RL, respectivamente. Ademas,
una secuencia parcial de trigo que muestra una identidad nucleotidica muy
elevada (superior al 95%) con la secuencia de ScMDH2 de centeno se
encuentra en los brazos largos de los cromosomas 3AL, 3BL y 3DL. Dichos
brazos cromosomicos de trigo son equivalentes (sinténicos) al brazo 3RL de
centeno. Las secuencias de arroz Os05g0574400 y Os01g0649100 ortblogas
de ScMDH1 y ScMDH?2 se encuentran en los cromosomas S y 1 de arroz que
son en parte sinténicos de los cromosomas 1 y 3 de trigo respectivamente.
Una situacion semejante se obtiene para los demas genes localizados en

centeno. Las localizaciones coinciden con las relaciones de sintenia conocidas.
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Para no alargar de forma excesiva la discusion de este apartado de la tesis
solamente se ha puesto el ejemplo de los genes de ScMDH 1y ScMDH?2.

En lo que respecta a la localizacion subcelular, lo esperado teniendo en cuenta
las secuencias de procedencia de arroz y cebada (las utilizadas para disenar
los “primers”) era que todas las proteinas fueran de localizacion mitocondrial
excepto la codificada por el gen ScPME. Todos los programas de prediccion de
localizacion subcelular a partir de la secuencia de aminoacidos indican que la
localizacion subcelular mas probable de todas las proteinas codificadas por los
genes estudiados, excepto para la proteina ScPME, es mitocondrial (Tabla

4.14).

5.4. Analisis de la variabilidad de los genes estudiados en Secale cereale

y en distintas especies de Poaceas:-

También hemos analizado la variabilidad dentro de Secale cereale, mediante la
comparacion de las secuencias de ADNc de los tres cultivares tolerantes y de
la linea consanguinea sensible, y la variabilidad entre diferentes especies de
Poaceas. En este ultimo caso hemos comparado solamente secuencias
ortologas en las diferentes especies analizadas. Ademas, la variacion se ha
estudiado teniendo en cuenta el ADNc completo y también por exones.

En todos los genes aislados (ScMDH1, ScMDH2, ScCS, ScFUM y ScPME) la
diversidad nucleotidica y el resto de parametros que estiman la variabilidad
genética fue mayor siempre entre especies de Poaceas que entre muestras de
la misma especie, en este caso, entre muestras de Secale cereale. La mayoria
de los genes estudiados, son genes muy conservados durante la evolucion, en
especial los genes que codifican enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Por tal motivo, el grado de conservacion detectado entre especies de Poaceas
es habitualmente bastante elevado, del 69% como minimo o superior. Los
genes que codifican para las enzimas del metabolismo basico de la célula han
estado sujetos a presiones selectivas importantes y, por tal motivo, es dificil
encontrar variantes que mejoren su actividad, en general la mayoria de los
cambios detectados suelen o bien disminuir su eficacia o son simplemente
neutros. Ademas, la mayoria de los cambios suelen producirse en regiones no
involucradas en el centro activo del enzima. Naturalmente, el grado de
conservacion de las secuencias entre las muestras de centeno es muy superior
siendo en todos casos analizados superior al 97%.

Los dos genes que codifican para las isoenzimas de malico deshidrogenasa

mitocondrial (ScMDH1 y ScMDH?2) tienen tamanos parecidos (1029 y 1023 pb,
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respectivamente). Sin embargo, el gen ScMDH1 es mucho mas diverso con 21
posiciones variables repartidas entre los siete exones (excepto en el exon 4 que
es el mas pequeno) que el gen ScMDH?2 con solo tres posiciones variables en el
exon 7 (los demas exones no presentan SNPs). Esta diferencia también se pone
de manifiesto cuando se observan los cambios sin6nimos y no sinénimos en
ambos genes. Ambos codifican para isoenzimas de MDH que poseen
estructuras secundarias y terciarias muy semejantes y ninguna de las
variantes observadas parece modificar dichas estructuras. Estos dos genes
presentan una identidad en sus secuencias nucleotidicas y una identidad y
similitud en sus secuencias de aminoacidos que son bastante elevadas y
ambos codifican para malico deshidrogenasas mitocondriales con funciones
totalmente semejantes. Estos genes, ScMDHI1 y ScMDH?2, son genes paralogos
que se han originado por duplicacion antes de la aparicion de las Poaceas, ya
que se encuentran los dos genes en todas las especies de Poaceas estudiadas.
Sin embargo, esta diferente variabilidad que se observa entre ScMDHI y
ScMDH?2 entre las muestras de centeno no se mantiene cuando se comparan
diferentes especies de Poaceas, la diversidad nucleotidica de ambos genes es
semejante (Tabla 4.7) aunque ligeramente mayor en MDH?2. Por tanto, esta
gran diferencia en la variabilidad de ScMDH1 y ScMDH?2 entre las muestras de
centeno puede ser que se deba la bajo nimero de muestras analizadas, pero
de no ser asi, significaria que la mutacion y la seleccion estan afectando de
forma distinta a cada uno de estos genes en centeno.

De todos los genes aislados en centeno, el mas variable, el que posee una
mayor diversidad nucleotidica es el ScMDH 1.

Cuando se comparan distintas especies de Poaceas, en todos los genes
estudiados, el numero de cambios sinénimos es bastante mayor que el
numero de cambios no sin6nimos. Sin embargo, cuando se comparan las
muestras estudiadas en centeno, para algunos genes las situacion se invierte,
por ejemplo, el numero de cambios no sinénimos es mayor que el de

sinonimos en los genes ScCSy ScFUM.

5.5. Estudios de expresion de los mensajeros de los genes aislados:-

El estrés provoca cambios en la expresion de los genes y en la actividad de
enzimas involucradas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y en la
cadena de transporte de electrones. En diferentes especies de microrganismos,
animales y plantas se han descrito ejemplos de alteracion de las enzimas que

intervienen en el transporte de electrones mitocondrial por estrés con Al
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(Efrain Ramirez Benitez et al 2008; Kumar et al 2008; Mailloux et al 2008).
También se han descrito alteraciones metabodlicas encaminadas a regular el
ambiente redox celular, mantener la produccién energética y aumentar la
supervivencia del organismo frente a diferentes tipos de estrés: toxicidad por
metales pesados, estrés hidrico y estrés oxidativo (Fedotcheva et al 2006;
Mailloux et al 2007; Lemire et al 2008; Atkin y Macherel 2009).

Algunos autores creen que de las tres etapas que suelen distinguirse en el
proceso de exudacion de acidos organicos, la etapa de sintésis y/o
degradacion de los ligandos del Al (el metabolismo de los acidos organicos) es
la menos factible de modificar (Hoekenga et al. 2011), siendo mas facil incidir
en las etapas de percepcion del Al y de exudacion de los acidos organicos.
Como veremos mas adelante, la sobre-expresion de algunos de los genes
relacionados con el metabolismo de los acidos organicos, como citrato sintasa
y malato deshidrogenasa ha dado lugar a resultados dispares en la misma
especie y en diferentes especies.

En las especies vegetales en las que la exudacion de acidos organicos
comienza inmediatamente después del tratamiento con Al (patron tipo I) no se
ha observado relacion entre su exudacion y los niveles internos de dichos
acidos. Los genotipos tolerantes y sensibles de trigo no difieren en las
concentraciones internas de malato, sin embargo, los trigos tolerantes exudan
10 veces mas malato que los sensibles (Delhaize et al. 1993). En maiz
solamente los genotipos tolerantes muestran una exudacion significativa de
citrato, aunque los genotipos tolerantes y sensibles no se diferencian en las
concentraciones internas de citrato en sus tejidos y el tratamiento con Al
produce un igual aumento de la concentracion de citrato en las raices de
ambos genotipos (Pellet et al. 1995). Estos resultados indican que no se
conoce de forma suficiente la influencia del metabolismo de los acidos
organicos y su acumulacion en las raices en el estrés por Al.

En especies con patron de tipo II, como la soja, en las que la exudacion de
citrato comienza después varias horas del comienzo del tratamiento con Al, la
acumulacion interna de citrato inducida por Al contribuye al incremento en la
exudacion de dicho acido (Silva et al. 2001).

La mayoria de los estudios que abordan los cambios inducidos por el Al en
enzimas del metabolismo de los acidos organicos se han centrado en analisis
de la actividad enzimatica y, los resultados obtenidos son muy variados. Por
ejemplo, en trigo las actividades enzimaticas de PEPC (Fosfoenol piruvato

carboxilasa) y de malato deshidrogenasa (NAD-MDH) no se alteran por la
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exudacion de malato, de manera que no se observan diferencias significativas
entre variedades tolerantes y sensibles (Ryan et al. 1995). En cambio, la
actividad enzimatica de citrato sintasa aumenta por estrés con Al en
Phaseolus vulgaris (Mugai et al. 2000) y en Cassia tora (Yang et al. 2004).
También aumenta la expresion génica y la actividad enzimatica de la citrato
sintasa mitocondrial en soja por estrés con Al (Eticha et al. 2010). En plantas
transgénicas de Arabidopsis (Koyama et al. 2000), alfalfa (Tesfaye et al. 2001)
y canola (Anoop et al. 2003) la sobre-expresion de enzimas involucradas en el
metabolismo de los acidos organicos aumenta la tolerancia al estrés por Al y la
exudacion de los acidos organicos.

En Phaseolus vulgaris el tratamiento con Al reduce la actividad de la isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) disminuyendo el consumo de citrato interno y
aumentando su exudacion (Rangel et al. 2010). La exudacion continua de
citrato, manteniendo la concentracion normal en las raices, requiere un
aumento en la sintesis y/o reduccion de su degradacion. El mantenimiento de
la exudacion de citrato en judias no solamente necesita una reduccion de la
actividad de NADP-isocitrato deshidrogenasa, también es importante
mantener las actividades de la citrato sintasa y de Fosfoenol piruvato
carboxilasa (PEPC) (Rangel et al. 2010). En los genotipos sensibles al aluminio
de Phaseolus vulgaris el fallo en la exudacién continua de citrato parece
deberse principalmente a la menor actividad constitutiva de citrato sintasa
(CS) que posteriormente se inhibe por tratamientos mas prolongados con Al.
Por el contrario, otros investigadores (Ethica et al. 2010, Kumari et al. 2008)
no han detectado cambios significativos para enzimas implicadas en el
metabolismo de los acidos organicos. En particular, Kumari et al. (2008) en un
analisis transcriptomico a gran escala mediante “microarrays” en Arabidopsis,
solamente detecto cambios en la expresion de mensajeros de MDH entre un
total de 52 genes del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA).

En trigo (patron de exudacion tipo I) la capacidad de sintesis de acidos
organicos no parece verse afectada por la exposicion a Al ya que no se han
detectado diferencias en las actividades de la fosfoenolpiruvato carboxilasa,
NAD-malato deshidrogenasa, citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa NADP
dependiente entre genotipos tolerantes y sensibles, tratados o sin tratar con
Al. Sin embargo, en centeno (patron de exudacion tipo II) la actividad de la
citrato sintasa de las raices aumenta un 30% después del tratamiento con Al
mientras que las actividades de fosfoenolpiruvato carboxilasa, NAD-malato

deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa NADP dependiente no parecen
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estar afectadas. El aumento de actividad de citrato sintasa tiene lugar 6 horas
después de la exposicion a Al, justo antes del comienzo de la exudacion de
citrato por las raices.

A pesar de que algunos autores creen que la etapa menos factible de
modificar, de las tres que tienen lugar en el proceso de exudacion de acidos
organicos por estrés con Al, es la de sintésis y/o degradacion de los ligandos
del Al (el metabolismo de los acidos organicos), parece claro que deben
producirse cambios en la regulacion de los niveles internos de acidos
organicos como consecuencia del este tipo de estrés y, por tanto, la alteracion
del metabolismo de dichos acidos, aunque compleja, puede contribuir de
forma notable a la mejora de la tolerancia. Las plantas tolerantes de trigo
exudan 10 veces mas acido malico que las sensibles en presencia de Al ;:Como
es posible exudar 10 veces mas que las sensibles sin que se agote el acido
malico?. Es posible que con estudios mas meticulosos y sistematicos de las
interacciones entre la sintesis de acidos organicos, su exudacion y la
percepcion de Al, puedan proponerse vias que nos indiquen de forma mas
clara como manipular y mejorar estos procesos para mejorar la tolerancia al
estrés por Al.

Muchos de los trabajos de estrés por Al se han realizado estudiando la
actividad enzimatica y no la expresion de los genes que codifican para las
enzimas relacionadas con el metabolismo de los acidos organicos. En estos
estudios no suele distinguirse por separado la actividad procedente de las
distintas formas moleculares (isoenzimas) citoplasmicas, mitocondriales o
localizadas en otros compartimentos subcelulares. Es decir, se analiza la
actividad enzimatica global. Por consiguiente, los cambios detectados en la
actividad enzimatica no necesariamente van acompanados por variaciones en
la abundancia de mensajeros de genes concretos. Para saber si se producen o
no cambios en la expresion de genes concretos, en los niveles de los ARNm,
creemos que el mejor sistema seria estudiar mediante Q-RT-PCR genes
especificos relacionados con el metabolismo de los acidos organicos. Sin
emabrgo, hay que tener claro que el que no se produzcan cambios en la
expresion de un ARNm concreto no significa que dicho gen no esté involucrado
en la tolerancia al estrés por Al. Baste recordar lo que sucede con el gen
TaALMT1 o con el gen STOPI cuya expresion no cambia por estrés con Al y,
sin embargo, son dos genes candidatos de tolerancia con funciones muy
importantes. Tampoco debemos pensar que si la expresion de un gen cambia

como consecuencia del tratamiento con Al significa que se trata de un gen
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involucrado en la tolerancia. Todos los tratamientos por estrés producen
cambios en la expresion de cientos de genes, unos se inducen y otros se
reprimen, pero solamente unos pocos o a veces solamente uno son los
responsables de la mayoria de la tolerancia. También es importante no olvidar
la variabilidad genética. Por ejemplo, un determinado alelo de un gen presente
en un cultivar o en una especie puede producir o incrementar la tolerancia,
mientras que otro alelo de ese mismo gen de otro cultivar o de otra especie
distinta puede no contribuir a la tolerancia. El ejemplo mas evidente es el gen
ALMTI en trigo y en centeno. Los diferentes alelos de ScALMT1 de centeno
parecen conferir bastante tolerancia, sin embargo, en trigo muchos de los
alelos de TaALMTI1 tienen una escasa contribucion a la tolerancia. Una
situacion semejante se ha observado entre alelos del gen ScMATE1 en centeno,
algunos contribuyen a la tolerancia y otros no parecen contribuir o no ha sido

posible detectar su contribucion.

Para todos los genes aislados, excepto para ScPME, se estudio la expresion
mediante Q-RT-PCR. En el caso de ScPME se intenté también llevar a cabo
analisis de la expresion de su ARNm mediante Q-RT-PCR pero no fue posible
obtener resultados claros ya que el numero de ciclos (ct) necesarios para
detectar el ARNm era bastante alto y se encontraba en el limite.

En primer lugar, creo que es importante recordar que los ARNm de los genes
ScMDH1, ScMDH2, ScCSy ScFUM se expresan en mayor cantidad en las raices
que en las hojas del cultivar tolerante y la linea sensible (Figura 4.30). Esta
diferencia es mas acusada en el cultivar tolerante Petkus sin Al (O horas) y,
solamente en el caso del gen ScMDH1I con Al en la linea consanguinea Riodeva
no aparecen diferencia significativas entre raiz y hoja.

Ademas, las raices del cultivar tolerante Petkus, poseen mayor cantidad de
ARNm de estos genes que las raices de la linea sensible Riodeva, tanto en
ausencia de aluminio como en su presencia, aunque la diferencia parece ser
mas acusada en ausencia de Al (Figura 4.31).

La cantidad relativa del ARNm de ScMDH1 se reduce en las raices del Petkus
(tolerante) como consecuencia del tratamiento con Al alrededor de cuatro
veces mientras que en Riodeva (sensible) se reduce aproximadamente a la
mitad. Si tenemos en cuenta que en las raices de Petkus sin Al hay 10 veces
mas ARNm de ScMDH1 que en las raices de Riodeva sin Al, una reduccion de
cuatro veces en Petkus significaria probablemente un aumento notable en la

cantidad de malico en Petkus como consecuencia del tratamiento con Al, ya
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que el malato no se transformaria en oxalato. Las raices de la linea
consanguinea Riodeva tienen 10 veces menos ARNm de ScMDH1 que las raices
de Petkus sin Al y una reduccion a la mitad por el tratamiento no supondria
un aumento tan notable en la cantidad de malico. En el caso del ARNm de
ScMDH?2 se observa una situacion bastante semejante, aunque la cantidad de
ARNm de ScMDH2 en Petkus sin Al es solamente tres veces superior a la que
hay en Riodeva sin Al. Como consecuencia del tratamiento con Al la cantidad
del ARNm de ScMDH?2 se reduce aproximadamente tres veces en Petkus y en
Riodeva. La consecuencia al final es semejante a la del caso de ScMDHI, en
Petkus tendriamos una mayor cantidad de malico disponible para exudar. En
cualquier caso, el comportamiento de ambos genes es similar pero no idéntico.
Por tanto, en nuestro caso el estrés por Al parece reprimir los genes ScMDH1 y
ScMDH?2, siendo el grado de represion diferente para ambos genes entre el
cultivar tolerante y sensible y, esta represion podria estar relacionada con una
mayor disponibilidad de malico en el cultivar tolerante. Por tanto, no creemos
que una sobre-expresion de estos genes conduzca, al menos en centeno, a un
aumento de la tolerancia. Incluso es probable que la sobre-expresion tuviera el
efecto contrario, una disminucién de la tolerancia. Por otro lado, tampoco
pensamos que una sobre-expresion de estos genes tenga solamente efectos en
la tolerancia al estrés por Al, de hecho, una excesiva produccion de acidos
organicos, en todos los tejidos de una planta, probablemente origina mas
problemas que los que soluciona, ya que la regulacion de los niveles de estos
acidos organicos esta probablemente sujeta a mecanismos bastante finos de
control. También, es importante destacar que es la primera vez que se
describe en centeno una represion de dos genes que codifican para malato
deshidrogenasa mitocondrial como consecuencia del tratamiento con Al. En
trigo como ya hemos mencionado no se han detectado cambios significativos
en la actividad enzimatica de MDH ni tampoco en centeno. En centeno si se ha
detectado un aumento de la actividad citrato sintasa como consecuencia del
tratamiento con Al. Mediante “microarrays” en Arabidopsis no se han
detectado cambios significativos como consecuencia del tratamiento por Al en
la expresion en 52 genes relacionados con el TCA, excepto para uno de MDH.
Ramirez-Benitez et al. (2008) en Coffea arabica han encontrado que la
actividad enzimatica de MDH y de CS se reprimen como consecuencia del
tratamiento con Al.

Con respecto a citrato sintasa (CS) probablemente, un aumento de la actividad

enzimatica o de las cantidades de los ARNm de los genes que codifican para
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CS podria conducir a un incremento en la cantidad de acido citrico que a su
vez se traduciria en un aumento de la tolerancia al estrés por Al. Como hemos
mencionado, en centeno se ha descrito un aumento de la actividad enzimatica
de CS como consecuencia del estrés por Al.

La citrato sintasa se ha sobre-expresado por diferentes investigadores (de la
Fuente et al. 1997, Delhaize et al. 2001) en Nicotiana y los resultados
obtenidos han sido contradictorios, en un caso se ha producido un aumento
de la tolerancia al estrés por Al y en el otro no. En colza la sobre-expresion de
malato deshidrogenasa y en alfafa la sobre-expresion de citrato sintasa han
producido un aumento de la tolerancia al estrés por Al (Tesfaye et al. 2001,
Anoop et al. 2003). Pineiros et al. (2005) no han detectado cambios en la
exudacion de citrato que puedan relacionarse con diferentes niveles de
tolerancia al estrés por Al. En cebada, la sobre-expresion del gen TaALMT1 de
trigo, puede interpretarse suponiendo que los cantidades internas de acidos
organicos no serian una limitacion para la tolerancia al estrés por Al (Delhaize
et al. 2004).

Los datos de expresion del ARNm de ScCS en centeno indican que la cantidad
de este mensajero disminuye en las raices del cultivar tolerante Petkus
alrededor de cuatro veces como consecuencia del tratamiento, mientras que en
la linea sensible la reduccion no llega ni a la mitad. Ademas, la cantidad de
ARNm de ScCS en las raices de Petkus sin Al es aproximadamente siete veces
superior a la presente en las raices de Riodeva sin Al y en las raices de Petkus
hay como 50 veces mas ARNm de ScCS que en las hojas. Por tanto, aunque el
tratamiento con Al disminuye la cantidad del ARNm de ScCS en las raices de
Petkus de forma mas intensa que en las raices de Riodeva, a pesar de ello,
después del tratamiento la cantidad del ARNm de ScCS es bastante mayor en
el cultivar tolerante que en la linea sensible, del orden 3,4 veces mas. Por
consiguiente, el cultivar tolerante soportaria mejor el estrés por Al ya que
podria producir, en principio, mayor cantidad de citrico que la linea sensible.
Por tanto, aunque se haya observado en centeno un aumento de la actividad
enzimatica de CS, este aumento no es posible atribuirlo a un gen concreto, y
tampoco esta claro si ese aumento se produce por un incremento en la
cantidad del ARNm de un gen concreto. Es conveniente no olvidar que existen
mas genes que codifican para CS mitocondrial y para CS citosdlicas que no
hemos analizado en este trabajo y, que por supuesto, seria interesante
estudiar. Por tanto, los resultados obtenidos en esta tesis, explican solamente

una parte pequena del metabolismo del acido citrico. En cualquier caso, al
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igual que hemos visto con los genes que codifican para las dos isoenzimas de
MDH mitocondrial estudiadas, el tratamiento con Al disminuye la expresion
del ARNm del gen ScCS. Por tanto, teniendo en cuenta que las respuesta tanto
del cultivar tolerante como de la linea sensible al estrés por Al es una
represion o disminucion de la cantidad del ARNm de ScCS mas acusada en el
cultivar tolerante, no parece claro que una sobre-expresion de este gen en
centeno condujera a un aumento de la tolerancia.

Los resultados obtenidos con el ARNm del gen ScFUM son ligeramente
distintos. En las raices de Petkus (tolerante) la cantidad de mensajero se
reduce alrededor de la mitad como consecuencia del tratamiento, pero en las
raices de la linea sensible (Riodeva) no se producen cambios significativos. La
cantidad de ARNm de ScFUM en las raices del cultivar tolerante es tres veces
superior a la de las raices de Riodeva sin Al y después del tratamiento con Al
en Petkus hay 1,6 veces mas ARNm de ScFUM que en Riodeva. La fumarasa
hidratasa transforma el fumarato en malato, por tanto, una disminucion de su
actividad probablemente produciria una disminucion de la cantidad de
malato. Por tanto, el cultivar tolerante sin Al posee una mayor cantidad del
ARNm de ScFUM que la linea sensible y tendria una mayor cantidad de malico
y, aunque el tratamiento con Al reduce esta cantidad a la mitad en las raices
de Petkus, dicha cantidad sigue siendo mayor que en la linea sensible. En
principio, una sobre-expresion del ARNm de ScFUM podria producir una
mayor cantidad de malato y, por ende, podria mejorar la tolerancia. Sin
embargo, no existen datos sobre los efectos de la sobre-expresion de este gen
en el estrés por Al.

El ultimo gen cuya expresion se ha estudiado mediante Q-RT-PCR
semicuantitativa ha sido ScPME. En las raices de Petkus hay una mayor
cantidad de ARNm de ScPME que en las raices de Riodeva sin Al, el
tratamiento con Al inicialmente produce una disminucion de la cantidad del
ARNm de ScPME en Petkus y Riodeva, pero pasadas 24 horas en Petkus se ha
producido una disminucion de la cantidad y en Riodeva un aumento en
comparacion con la situacion sin Al. Por tanto, el cultivar tolerante posee una
mayor cantidad del ARNm del gen ScPME lo que significaria que tendria un
mayor grado de metil-esterificacion de las pectinas que producen una menor
entrada del Al en la pared celular. Una situacion semejante se ha observado
en variedades tolerantes de maiz y trigo.

En maiz y trigo se han descrito variedades tolerantes al estrés por Al que

muestran un elevado grado de metil-esterificacion de la pectinas en las que se
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produce una menor entrada de Al en la pared celular (Eticha et al. 2005, Yang
et al. 2008). Estos resultados son bastante intersantes a pesar de la baja
significacion estadistica (solamente se ha comparado una variedad sensible
con otra tolerante en ambos trabajos) ya que coinciden en ambas especies.
Por tanto, en general el tratamiento con Al produce una disminucion de las
cantidades de los ARNm de los genes analizados en el cultivar tolerante y en la
linea sensible, tanto de aquellos que estan implicados en el metabolismo de
los acidos organicos (ScMDHI1, ScMDH2, ScCS y ScFUM) como de los
involucrados en el mantenimiento de la integridad de las paredes celulares
(ScPME). Los resultados de expresion obtenidos pueden explicar en parte las
diferencias entre el cultivar tolerante y linea sensible, ya que el cultivar
tolerante podria disponer de una mayor cantidad de malico y citrico en las
raices que la linea sensible. Ademas, estos resultados son novedosos ya que
en centeno es la primera vez que se estudian los cambios en las cantidades de
los mensajeros (cambios en la expresion) de genes involucrados en el
metabolismo de acidos organicos y, por tanto, es la primera vez que se
describen variaciones en la expresion de estos genes. Esta claro que la
tolerancia al estrés por Al en centeno es un caracter cuantitativo en el que
influyen muchos loci (Alt1, Alt2, Alt3, Alt4, AltS, etc.) situados en diferentes
cromosomas. Hasta la fecha los genes candidatos identificados en centeno son
transportadores de malato y de citrato activados por Al (SCALMT1 y SCMATEI)
y en otras especies, ademas se han identificado factores de transcripcion
necesarios para la expresion de los transportadores de malato y citrato, como
el gen STOP. Los datos obtenidos en nuestro trabajo indican que los genes
analizados también pueden contribuir a la tolerancia.

Todavia queda una enorme cantidad de trabajo por realizar en el campo de la
tolerancia al estrés por Al en plantas, con respecto a los genes analizados en
este trabajo en el futuro se analizara la implicacion de estos genes en la
tolerancia al estrés por Al en especies modelo como A. thaliana y B.
distachyon. Para ello se estudiaran mutantes de insercion de T-DNA en
Arabidopsis en los que los no funcionen los genes analizados (mutantes

“konck-out’) y obtendremos plantas transgénicas con los genes de centeno.
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1.- Los cultivares estudiados se clasificaron en muy tolerantes,
moderadamente tolerantes y sensibles mediante dos parametros (RRS y RRL)
basados en el crecimiento de las raices después del tratamiento con Al y
mediante tinciones con hematoxilina. El grado de correlacion entre los

distintos métodos utilizados para estimar la tolerancia fue muy elevado.

2.-Los cultivares muy tolerantes y los sensibles también fueron evaluados
mediante tinciones con Morin, reactivo de Schiff y DCF-DA. Los resultados
obtenidos indican que los cultivares tolerantes acumulan menos aluminio en
las raices y resisten mejor el estrés oxidativo (menor peroxidacion lipidica y

menor produccion de H202) que los sensibles.

3.-No se ha encontrado relacion entre el nivel de tolerancia de los cultivares
analizados y la variabilidad de las secuencias de nucleétidos de la region

promotora del gen ScCALMT1 estudiada, ni de los exones 1 y 6, ni del intron 5.

4.-Se han aislado, caracterizado y localizado cromos6micamente dos genes de
malico deshidrogenasa (ScMDHI1 y ScMDH?2), un gen de citrato sintasa (ScCS),
otro de fumarasa (ScFUM) y uno de pectin metilesterasa (ScPME) que se
encuentran en los cromosomas 1R, 3RL, 6RL, 4R y 2R, respectivamente. Los
resultados de localizacion cromosomica coinciden con los esperados teniendo
en cuenta las relaciones de sintenia entre B. distachyon, arroz, trigo, cebada y

centeno y con las relaciones filogenéticas obtenidas.

5.- Se han obtenido las proteinas hipotéticas codificadas por dichos genes y
mediante diferentes programas informaticos se han conseguido las teéricas
estructuras secundarias y terciarias correspondientes. En todos los casos, son
muy semejantes o casi idénticas a las descritas para las proteinas ortélogas de
otras especies de Poaceas. También, se han empleado programas que predicen
la localizacion subcelular mas probable de las proteinas, encontrando que las
proteinas MDH1, MDH2, CS y FUM de centeno son mitocondriales, mientras

que PME es una proteina soluble.

6.- Se ha estudiado la variabilidad de los ADNc completos y por exones de
estos genes (ScMDHI1, ScMDH2, ScCS, ScFUM y ScPME) en tres cultivares
tolerantes de centeno y una linea consanguinea sensible. También se ha
analizado la diversidad de los mismos genes entre diferentes especies de
Poaceas y se han construido arboles filogenéticos con secuencias de

nucleotidos y con secuencias de proteinas. En todos los casos se ha
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encontrado una mayor variacion (diversidad nucleotidica) entre diferentes
especies de Poaceas que entre cultivares o lineas de centeno. El nimero de
cambios sinonimos fue siempre mayor que el de no sinénimos, salvo alguna
excepcion entre cultivares y lineas de centeno que puede ser debida al azar.
Los dendrogramas obtenidos en todos los casos agrupan las secuencias de
centeno en el mismo cluster que las secuencias equivalentes (ortélogas) de
otras especies de Poaceas. Estos resultados indican que hemos aislado en
centeno las secuencias ortologas a las deseadas. Igualmente, los
dendrogramas obtenidos apoyan los datos de localizacién cromosomica y

sintenia.

7.-Los resultados de los estudios de expresion de los ARN mensajeros de los
genes de ScMDHI1, ScMDH2, ScCS y ScFUM indican que estos genes se
expresan de forma mas intensa en las raices que en las hojas. En todos los
casos, la cantidad de los ARN mensajeros es mayor en las raices del cultivar
tolerante que en la linea sensible en los tratamientos sin Al y con Al. El
tratamiento con Al produce habitualmente una disminucion en la cantidad de
los ARN mensajeros (represion) de estos genes de distinta intensidad en el
cultivar tolerante que en la linea sensible. Los cambios en la expresion
explican en parte el mayor grado de tolerancia del cultivar Petkus, ya que
pueden conducir a un mayor contenido del malico y citrico disponibles para

exudar.

8.- Los cambios en la expresion de los ARN mensajeros del gen ScPME como
consecuencia del tratamiento con Al son diferentes en las raices del cultivar
tolerante, en las que se produce una represion, que en las raices de la linea
sensible, en las que parece tener lugar una induccién. La cantidad de ARN
mensajero de este gen es mayor en las raices del cultivar tolerante que en las
raices de la linea sensible sin Al, pudiendo estar relacionada esta diferencia
con la mayor acumulacion de Al que se produce en las raices de la linea

sensible. En las hojas no se ha detectado el ARN mensajero del gen ScPME.
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APENDICES I:-

Parejas de “primers” utilizadas en este trabajo

Nombre
ScMDH1-ADNc -F
ScMDH1-ADNc -R
ScMDH1-IN1-F
ScMDH1-IN1-R
ScMDH1-IN2-F
ScMDH1-IN2-R
ScMDH1-IN3-4-F
ScMDH1-IN3-4-R
ScMDH1-IN5-F
ScMDH1-IN5-R
ScMDH1-IN6-F
ScMDH1-IN6-R
ScMDH1-PRO-F
ScMDH1-PRO-R
ScMDH1-F-DN
ScMDH1-R-DN
ScMDH1-loc-F
ScMDH1-loc-R
ScMDH2-ADNc -F
ScMDH2-ADNc -R
ScMDH2-IN1-2-F
ScMDH2-IN1-2-R
ScMDH2-IN3-F
ScMDH2-IN3-R
ScMDH2-IN4-5-F
ScMDH2-IN4-5-R
ScMDH2-IN6-F
ScMDH2-In6-R
ScMDH2-PRO-1F
ScMDH2-PRO-1R
ScMDH2-PRO-2F
ScMDH2-PRO-2R
ScMDH1 -QPCRF
ScMDH1-QPCR-R
ScMDH2 -QPCRF
ScMDH2-QPCR-R
18S-FWD
18S-REV

8.1 MALATO DESHIDRGENASA MITOCONDRIAL (ScMDH1 y ScMDH2):-

Secuencia (5’ — 3’)
ATGTCGCTGCTGAGATCCGCGTC
GGCAGGTCGCCGCCTAGCTCTCC
ACGTCTCCCACATCAACACCC
CCGAGCTGGTCGTCCCCCACG
TGCACCGCCATCGCCAGGCAC
GACAGGGTTGCTGATCATATT
TCGACTGTCCCAATTGCAGCTGAGG
CGCTTCAACAACTTCCGTTCCACCA
TGGAAAGGGCTCAGCAACATT
CATCTCCAAAAACTGCACCAG
AGAGCTGCCATTCTTTGCCTC
CACTTCCTCCACTCCGCTCTT
TTTGATGTCACTTCAAGGCTGAC
TGCGCGGGCGTCGACGAGTAGGC
GGAGAGCCTCAAGGGCGAGCTGC
TGACACGTAATCTGCCGTCAGAA
CTACTCGTCGACGCCCGCGCAG
GGCGGGGATGATGACGAGGTCC
ATGAGGTCCTCGGTGATGAGAT
TAATCTGCAAAATGGCCTAACTA
CGCTGTCTCTCCTCATGAAGCTGA
CAGGGTTGCTGATCATGTTGACAAG
ATGCTGGGAAGGCTAATGTAG
GCATGACCACCAACAACAGGA
TGACCACTCTTGATGTTGTCCGTGC
CAATGTCAGGGACTCCGTTCAGACC
TCACCGAGCTGCCATTCTTTG
CACTTCCTCGACTCCATTCT
TTTGATGTCACTTCAAGGCTGAC
GATCTCATCACCGAGGACCTCAT
TTTGATGTCACTTCAAGGCTGAC
CGGAGGAGCTGGGCGGCGGATCT
GCGCCCTCGTGAAGGGGTTC
GTGCAGAGGCCCTTGACGAT
CCTGCCCTGGTCAAGGGTTT
CCGGCGTTAATGTTGAAGAG
TCAACGAGGAATGCCTAGTAAGC
ACAAAGGGCAGGGACGTAGTC

Tm°C
55
55
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
62
62
58
58
70
70
55
55
62
62
60
60
62
62
60
60
58
58
60
60
60
60
60
60
60
60

Ciclos
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
33
33
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
40
40
40
40

referencia
Sato K.,y col. 2009
Sato K.,y col. 2009
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Brachypodium
Este trabajo
Este trabajo
Brachypodium
Este trabajo
Este trabajo
Sato K.,y col. 2009
Sato K.,y col. 2009
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo



8.2 CITRATO SINTASA (ScCS):-

Nombre
ScCS-ADNc -F
ScCS-ADNc -R
ScCS-IN1-2-F
ScCS-IN1-2-R
ScCS-IN3-F
ScCS-IN3-R
ScCS-IN4-5-F
ScCS-IN4-5-R
ScCS-IN6-F
ScCS-IN6-R
ScCS-IN7-F
ScCS-IN7-R
ScCS-IN8-9-10-11-F
ScCS-IN8-9-10-11-R
ScCS-IN12-F
ScCS-IN12-R
ScCS-IN13-14-F
ScCS-IN13-14-R
ScCS-IN15161718F
ScCS-IN15161718R
ScCS-loc-F
ScCS-loc-R
ScCS -QPCR-F
ScCS-QPCR-R
18S-FWD
18S-REV

8.3 FUMARASA MITOCONDRIAL (ScFUM)

Secuencia (5° — 3°)
GCAGCGTGCTCCGGCCATGGCGTT
TTGGTAAGACGATGAACTGGTGTA
CTCGAGGTTGCGATCCCGTATGG
CCTGCAGCTGGGACCTAAGATCA
GGAAATGATTCCGGAGCAACAGG
CTCTGACTTTAGTTTCTTCAAGC
GGAAACATAACTGTGGACATGGT
AGAGAGACCTCTAAATCGAATAC
TGGCTTCTTTTGACGGGAAAGGT
CATCAACTTGCTCCTTGGTTGGC
TTAGCCGTTCGACTGTTCCAGGT
GCATCTATCGCCTTATAGACATA
CTCATCCAATGACACAGTTTACC
ACCAGATGCCCTGTATGAGCACT
AGTGCTCATACAGGGCATCTGGT
CAGTGCCGCTGCAAAAGAAAGGT
TGGAAGTGCTCTGTCAGATCCCT
CTCCATGACCATAGCCAGGAACA
GAGGACCCACTTTTCCAACTGGT
CCAAGGGCACGGTCCCAGATGAG

GGATGA CTG GAATGC TTT GGG AG
TTG TTT TGG GCA TTC CCT TGT CA

CTCGTGCCAAAGGGAGTTTG
ACTCGGTGAGGATCGGAGG
TCAACGAGGAATGCCTAGTAAGC
ACAAAGGGCAGGGACGTAGTC

Nombre
ScFUM-ADNCc -F
ScFUM-ADNc -R
ScFUM-loc-F
ScFUM-loc-R
ScFUM -QPCR-F
ScFUM-QPCR-R
18S-FWD
18S-REV

Secuencia (5> — 3°)
CGAGATGGCGATGGTTCTGCGAC
TTAATCAGAAGGGCCAATCATTTT

CTC AAG GTG GGA CTG CAG TTG GC
CAT GGA ATT CCT TTT CCG TCA AG

AGTGCGCCGCTAAGGTGAAT
AACAAGCGGAAAGTGATCGTC
TCAACGAGGAATGCCTAGTAAGC
ACAAAGGGCAGGGACGTAGTC

Tm°C

55
55
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
58
60
60
60
60

Tm°C

58
58
54
54
60
60
60
60

Ciclos

35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
35
33
33
40
40

Ciclos

35
35
33
33
40
40

referencia
Sato K.y col. 2009
Sato K.y col. 2009
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

referencia
Sato K.y col. 2009
Sato K.y col. 2009
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo



8.4 PECTIN METILESTERASA (ScPME) :-

Nombre
ScPME-F
ScPME-R
PME-GSP1-UP1
GW-AP1
PME-GSP1-DN1
GW-AP1
PME-GSP2-UP1
GW-AP2
PME-GSP2DN1
GW-AP2
PME-GSP1-UP2
GW-AP1
PME-GSP1-DN2
GW-AP1
PME-GSP2-UP2
GW-AP2
PME-GSP2-DN2
GW-AP2
ScPME-gDNA-F
ScPME-gDNA-R
ScPME-loc-F
ScPME-loc-R
ScPME-PRO-F
ScPME-PRO-R
ScPME-F-DN2
ScPME-R-DN2
ScPME -SqPCR-F
ScPME -SgPCR-R
Actina_semig-F

Actina_semig-R

Secuencia (5’ — 3’)
ACGGCAGCGGGCAGTTCAAG
TGCGCCGTCACCGAGTTCTG
GGCGCTGAGGGTGCAGGGCGACCTCT
GTAATACGACTCACTATAGGGC
CGTACATGAATATGTTCACCTTGTCCT
GTAATACGACTCACTATAGGGC
TACGTGCACGCCCGGCGCCAGTTCTT
ACTATAGGGCACGCGTGGT
CACGGCATCCTGGATGGTCTTGAACT
CATGGGACGGCGAACCTGATGTTCATA
TTCATCGACGGTGCGACATGGCTCAA
GTAATACGACTCACTATAGGGC
GGCGCACGAAGACTTGACCGACTTGC
GTAATACGACTCACTATAGGGC
TGTGTACGGAACGTGTGATGACTGAT
ACTATAGGGCACGCGTGGT
GCCTTATTATTGCCGGAGGTGGTCAC
CATGGGACGGCGAACCTGATGTTCATA
GGCCGAAATGGCAAATAACTTCC
ACTCGTATCTCATGTACAGGAGG
CGGCGGTGGAGCGGTCCC
GGCGGCGCGAGTCGGTCTTG
TCTTTACATGTCTACCGCCCAAA
GATTGCCCCCAGGCCTCCGAGGA
ACGCCTGCGCCCTCCTGTACATGAG
ACACGTATCGGGCCTGATCGG
AGTCCAAGTACCCCGCGTG
GGCATCCTGGATGGTCTTGA
ATCAGGAAGGACCTGTACGGC
GTTGGAAGGTGCTGAGTGAGG

Tm°C

58
58
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
58
58
63
63
60
60
58
58
58
58
58
58

Ciclos

35
35
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
35
35
33
33
35
35
35
35
33
33
33
33

referencia
Krill et al. 2010
Krill et al. 2010
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Genome Walker™
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo



8.5 TRANSPORTADORES DE MALATO ACTIVADOS POR ALUMINIO (ScALMT1)

Nombre Secuencia (5’ — 3°) Tm°C Ciclos referencia
ScALMT1-PRO-F GCCGTCGATCTCTCTGCCGTGATCAA 60 35 Fontecha y col. 2007
ScALMT1-PRO-R CTCTTTCCTAAGTAGAGGTGGTCC 60 35 Fontecha y col. 2007
ScALMT1-EX1-F ATGGATATTGATCACGGCAGAGA 58 35 Fontecha y col. 2007
ScALMT1-EX1-R CGCCCGCGCGTACCGACGGTGAA 58 35 Fontecha y col. 2007
ScALMT1-EX5&6-F ACAATGGCATATTTGGCATCC 62 40 Fontecha y col. 2007
ScALMT1-EX5&6-R CAAACGCAACTTGATGTGGG 62 40 Fontecha y col. 2007

APENDICES II:-

Todas las secuencias obtenidas durante el desarrollo de esta tesis se han

incluido en un CD adjunto.
Lista de Secuencias

II.1. Secuencia del gen ScALMTI (promotor, Exénl, IntréonS y Exon 6) para

(12, 11, 4 y 10) cultivares respectivamente.

II.2. Secuencia ADNc del gen ScMDHI1 para cuatro cultivares (Ailés,
Imperial, Petkus y Riodeva) y secuencia de ADNg, del promotor y

downstream del cultivar Ailés.

II.3 Secuencia ADNc del gen ScMDH2 para cuatro cultivares (Ailés,
Imperial, Petkus y Riodeva) y secuencia de ADNg y del promotor del

cultivar Ailés.

II.4. Secuencia ADNc del gen ScCS para cuatro cultivares (Ailés, Imperial,

Petkus y Riodeva) y secuenciade ADNg del cultivar Ailés.

I1.5. Secuencia ADNc del gen ScFUM para cuatro cultivares (Ailés, Imperial,

Petkus y Riodeva).

II.6. Secuencia ADNc del gen ScPME para cuatro cultivares (Ailés, Imperial,
Petkus y Riodeva) y secuencia de ADNg, del promotor y downstream de

cuatro cultivares (Ailés, Imperial, Petkus y Riodeva).



Apéndice II.1A Secuencias de parte de la region promotora del gen ScCALMT1.

>Cultivar 1
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGTAGTACATCTTTTTTTTCCATTGCAA
CACACCAACACGTATGCTAGTTGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCAT
ATGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCAACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCAACTGATTTGGGCAGCCCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGGGAGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 2
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 3
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTYTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTYGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACLCGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 4
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATGGCATCGGTTCGGKTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGTAGTACATTTTTTTTCTATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGTCTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGETGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 5

AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTYTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTYGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA



GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 7
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACCCAGGACGGGATCTT
TTCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTTTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTY
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAARARARAA
AGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCALCGL
GCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGC
GGTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTAC
CTCARAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTG
CCGCC

>Cultivar 8
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TTTCCGTGCAACGTCACTTGATTCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTTTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 9
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAAMGTCACTTGATCCGAGGGGGGGGCCAAGGCAGGGTTTTTGCTTTGTTGGCAGTTAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTTGTAGGGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAARAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACLCGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 10
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTYTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTYGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGEGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 11
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGCCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG



CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAARAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 12
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGETGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 13
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTKCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTTTCATTGCAA
CACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCAT
ATGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAA
AAGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCALCG
CGCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCG
CGGTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTA
CCTCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCT
GCCGCC

>Cultivar 14
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGGGACTCAGGACGGGATCTT
TTTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTTTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTTGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGETGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 15
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAA
AGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGC
GCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGL
GGTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTAC
CTCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTG
CCGCC



>Cultivar 18
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCACTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTYGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAA
AGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGC
GCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGL
GGTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTAC
CTCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCAGAGCCATCCTTGCATCTG
CCGCC

>Cultivar 19
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACAWTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTTGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAA
AGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGC
GCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGETGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGL
GGTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTAC
CTCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTG
CCGCC

>Cultivar 20
AAGGAGAGGGGGTCCMCTCAGGGCCCGCARAAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGETGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 21
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGGACATTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTYGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAA
AGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGL
GCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGC
GGTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTAC
CTCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTG
CCGCC

>Cultivar 22

AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGGGACTCAGGACGGGATCTT
TTTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGGGGCGGCCAAGGCARCGTTTTTKGTTTGTYGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAARGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAARCATGTTGGGGTTTGCTTTGTAGTGAARCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC



TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 23
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGGGTTGGGTGTGGGATCCAAGTGGGGGACTCAGGAAGGGATTTT
TTTCCGTGCAACGTCACTTGATTCGAGGTGGGGGCCATGGCAGCGTTTTTGCTTTGTTGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTTGTAGGGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAARAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGETGGTGCCCCLCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 24
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAARAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCALCGEG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 26
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAG
CACGTACGGACGGTCGCAGTGGCGAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGLCGLGLGL
TCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGLCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCGG
TTGATGGGTTAGGAGGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACCTC
AAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGCCG
cC

>Cultivar 28
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAARAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 31

AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTTGGCTGTGCGATCCTACGTGGGGGACTCAGGACGGGATCTT
TTTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGGGTTTTTGCTTTGTCGGCAGTTAGGGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTTGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA



GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGLG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar 34
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATATG
CATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAARARAAAG
CACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCALCGLGL
TCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGCGG
TTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACCT
CAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGCC
GCC

>Cultivar Petkus
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCAAGGTCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCCGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCAACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCAACTGATTTGGGCAGCCCG
GTTGATGGGTTTAGGAAGAATGTGAGGGAGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACC
TCAAAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGC
CGCC

>Cultivar Ailés
AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTC
GCTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAAC
ACACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATA
TGCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAALA
AGCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCGAGGCCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCTGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGL
GCTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGC
GGTTGATGGGTTAGGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACCTCA
AAAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGCCGC
C

>Linea consanguinea Riodeva

AAGTAGAGGTGGTCCACTCAGGGCCCGCATAGCATCGGTTCGGCTGTGCGATCCTACGTGGGCGACTCAGGACGGGATCTT
TCTCCGTGCAACGTCACTTGATCCGAGGTGGCGGCCATGGCAGCGTTTCTGCTTTGTCGGCAGTCAGCGGAACCTGGGTCG
CTAACGCGGCCTTTGCTCCATAGTGAAGCATGTTGGGGTTTGCTTCGTAGTGAAGCAGTACATTTTTTTTTCATTGCAACA
CACGAACATGTATGCTAGATGCACTAATGTAGATTGACTTCGTTTGAGGCCCAGATTTTTCATAACCTCCTTTCAGCATAT
GCATTGCCACTACGGTTGCGCTCCACACGCACGAGCAGCAGGCAGCAGCACATCGGGTACATGATATTCCCCCAAAAAAAA
GCACGTACGGACGGTCGCAGGGGCGAGGCCGTATCTGGCAGCGGCGTGCCCTGAGGAGGTCGGATCCGGCGGAGGCACGCG
CTCGGAGAGGCCGCATCCAGCGGAGGCGACCGGCACACCGGCTCGCCGTGGTGCCCCCTGGCGACTGATTTGGGCAGCGLCG
GTTGATGGGTTAGGAATGTGAGCGCGCCATGTGTTTGTCCGCCAGTGCCTTACCGCCACCTTTGCCCACCCACTACCTCAA
AAGGCGCGTGCTAGGCTACCATATTACTCCTACTTAATTAGCAGCGCCGTACGCACCTGAGCCATCCTTGCATCTGCCGCC



Apéndice II.1B Secuencias del Ex6n 1 del gen ScCALMT1.

>Cultivar 1
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 2
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGLCGGCGECCGLCGCGGEGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 3
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 4
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECLCGLCGCGGEGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGLCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 5
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 8
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 10
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 11
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 12
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT



>Cultivar 15
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 16
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 17
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 19
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGEGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 20
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 21
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 22
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 23
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 24
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 25
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT



>Cultivar 26
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 27
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGCGCCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCGGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 28
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 29
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGCGGCGELCLCGLCGCGGEGAGGACCCGAGGLCGGEGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGLCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 31
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 32
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 33
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 34
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 37
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCGGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 39
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT



>Cultivar 40
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 42
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 44
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGLCGGCGELCLCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGLCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGCGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar 45
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGCGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Cultivar Ailes
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGECCGLCGCGGGAGGACCCGAGGLCGGGETGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGLCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCGGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT

>Linea consanguinea Riodeva
ATGGATATTGATCACGGCAGAGAGATCGACGGCGAGATGGTGAGCACCATCGCCAGCTGCGGGCTGCTGCTCCACTCGCTT
CTCGCCGGGTTCGCCCGGAAGGTGGGCGGCGCCGCGCGGGAGGACCCGAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTG
GCGCTCGCGCTGGTGTCCGCCGTCTACTTCGTCACGCCGCTCTTCAACGGCCTCAGGGTCTCCGCGATATGGGCCGTGCTC
ACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTTCACCGTCGGT



Apéndice II.1C Secuencias del Ex6n 6 del gen ScCALMT1.

>Cultivar 1
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACCGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 2
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 3
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 4
TACCTTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGGG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGAGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGTTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGGGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGAAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 5
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 8
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 10
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 11

TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC



GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 12
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 15
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 16
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 17
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 19
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 20
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 21
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 22

TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC



GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 23
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 24
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 25
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 26
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
ACGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACCGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGTCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 27
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTACCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACGCTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA
>Cultivar 28
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACCGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 29
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 31
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATAGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA



>Cultivar 32
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 33
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 34
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGGG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGACCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATTCACATGGCATTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACCGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGTCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 37
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTACCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACCGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 39
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 40
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 42
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACGCTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar 44
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAAAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGTTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA



>Cultivar 45
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACCGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTAGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Cultivar Ailes
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCATGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGCA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGATAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAACGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTTGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA

>Linea consanguinea Riodeva
TACCCTGCAGCAGCCAACCCAGAGTTATCCTTCAAGGTTCGAAAGACATGTCGTGAAATGAGCACACATTCCGCCAAGGTG
CTTAGGGGGCTCGAAATGGCAATTCGAACAATGACTGTGCCGTATCTAGCAAACAATACCGTGGTTGTGGCCATGAAAGTA
GCGGAAAGGCTCAGAAGCGAGCTTGAAGAGAATGCGGCTTTGTTGCAAGTGATGCACATGGCAGTCACCGCAATGCTTCTC
GCGGACTTGGTTGATCGGGTGAAGGAAATCACGGAATGTGTTGATGTCCTAGCAAGACTGGCACACTTTAAGAACCCTGAG
GATGCCAAATATGCCATTGTTGGTGCCTTAACTCGAGGGATTGACGATCCTTTGCCTGACGTGGTTATTTTGTAA



Apéndice II.1D Secuencias del Intron 5 del gen SCALMT1.

>Cultivar 1
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 2
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 3
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 4
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 5
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 8
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 10
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 11
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 12
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 15

GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 16
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 17
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGATCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 19
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG



>Cultivar 20
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 21
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 22
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 23
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 24
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 25
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 27
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 26
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 28
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 29
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 31
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 32
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 33
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 34
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGATCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG



>Cultivar 37
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 39
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGATCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 40
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGATCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 42
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGATCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 44
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar 45
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTCATGTTCAAAACAAGGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGATCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Cultivar Ailes
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAATGCCGAGACAACTGAATGAAATAACCGACCAAAAC
TGACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG

>Linea consanguinea Riodeva
GTAGAACTCTAGCCCCTAAAACCACCCCATTTTATGTTCAAAACAAGGCCGAGACACTGAATGAAATAACCGATCAAAACT
GACATATTTGTTCATGTTGATCATCAG



Apéndice II.2 Secuencia ADNc del gen ScMDH1 para cuatro cultivares (Ailés, Imperial,

Petkus y Riodeva) y secuencia de ADNg, del promotor y downstream del cultivar Ailés.

ScMDH1 Ailés clon 2

GTCGACGAGTAGGCCCGTGAGATCGAGGCGGCTGAAGCAGAGGACTGCTGCGACTGCGAGTGACATGGTGATGGCCA
CGGCCGGCAATGAGCGCGCGACACCACGTCACGGCGTGTCGACGGCGCGCGTGCAGCTGGGCCGACAAGCTGCTTAT
TGCCGGCGCAGATGCATGACCGGTATGGATAGACCGACGACATGTGTCCCTGGCGAACAATGCCCTTGAAAATGTGA
GCGCCGTCGTATGCACAGGCCTCGATTCCACCACATGGCAGAACAAATACCAAGCAATGGGCGCATCTATTGACTAA
ACCAAAGTAAGTTCTTTACAGTGATTTCCGTTGCCAACCAGTTAATCCGGTCGTCGAACCATCCTACTACTAGTCTA
TCAAAGAAGAAGAAACATAGTACTACGTGCCACCGATCCCAAACGCAGACCATGACAGGAGATTAATCAGTCGATCC
GACCGCCAGCCGGAGCCCGGTCATCATCATCTCAGGCGATGGGGACGCCGAGGAGGTCGAGCCCCGAGTGGCGACGT
GCTCGTCTTCGCCAAGGGAGTCAACTCGCGATAGGCGTGAACCGCGTGGCCTCCAACATCTGGTGCACTACCGACGT
GGAAAGTAAGAAGAGAGAAAATAGAAGCAAAACCACCTTCAATTCTCTCCAAAACCACCTAGGGTGAGATTTATACG
GTTTTGCAAAGTTTGGGGGGAAAATAATCCGGTTTTGAAGCTGAGGGGGTTATTGATCCATTAAGAAGAATTTGAGG
GGGAAAACTATACTTTCTTCTTTCATATTTATTCATTTAGTTCGTTTTTTTAGTTTAATTTATTTTTTGATGTGATT
TTTAATTCAATATATAAAAACATCTTACATTATCAACCATACATAGCCTGTTTAAATAACATTTTCATCACACTCGG
CCTGTTTTTCTTGATGGACCTGAACAACTTGCTTAAGAAACAARAACTGGCCCAATAACGGTGAGCTTTTACAAGGTC
TGGCCCGTCATATATGCCGGTGAGAGCCAGTGATTGAGAACTCGATCGGTTCTCGCCGCCGCCTACTCGTCGACGCC
CGCGCAATGTCGCTGCTGAGATCCGCGTCGCAGCACCTGCGCCAGCGCCGCCGCGCCTACTCGTCGACGCCCGCGCA
GCCGGAGCGCAAGGTGGCCATCCTCGGCGCGGCGGGCGGCATCGGCCAGCCGCTGGCGCTGCTCATGAAGCTCAACC
CGCTCGTCTCCTCCCTCTCCCTCTACGACATCGCCGCCACGCCCGGCGTCGCCGCAGACGTCTCCCACATCAACACC

CGCGCCCTCGT
GAAGGGGTTCGTCGGGGACGACCAGCTCGGGGAGGC

GCTGGAGGGCGCGGACCTGGTCATCATCCCCGCCGGGGTGCCGCGGAAGCCCGGCATGACCAGGGACGACCTCTTCA
AGATCAACGCCGGCATCGTCAAGGGCCTCTGCACCGCCATCGCCAGGCACTGCCCCAACGCTCTC

CAGCAACCCTGTCAACTCGACTGTCCCAATTGCAGCTGAGGTGTTCAAGAAGGCTGGTACCTATGATGAGAAGAAGC
TGTTTGGTGTGACCACTCTTGATGTTGTTCGTGCTAAAACATTCTATGCTGGAAAGGCGAACGTGCCAGTTACTG

GGGTGAATGTTCCTGTTGTTGGTGGCCATGCTGGAATCACTATCCTGCCAC
TGTTCTCGCAGG

CTACTCCTGCAAGTAATGCATTGTCCCATGAGG
ACCTTGTCGCCCTCACAAAGAGGACGCAAGATGGTGGAACGGAAGTTGTTGAAGCGAAGGCTGGAAAGGGCTCAGCA
ACATTGTCGATGGCATATG




CTGGTGCAGTTTTTGGAGATGC
ATGCTTGAAGGGGCTCAACGGAGTTCCTGACATCGTAGAGTGCTCTTTTGTCCAATCAACCGTAACAGAGCTGCCAT
TCTTTGCCTCCAAGGT

AGAGCGGAGTGGAGGAAGTGCTTGGGCTTGGCGAGCTGTCGGCGTTGGAGAAGGAGGGGCTGGAGAGCCTCAAGGGC
GAGCTGCTGTCTTCCATCGAGAAGGGCATCAAGTTCGC GCAGGAGAGC-ACGGTGCGGCTTGGGTTTCCAAGCTC
GACCTACATGCTGGCTACCATCAGATCCGTCTAGCTGAAGGGGAGGAATTCAAGACAACATTTCAGACACACTCGGG
GCACTACAAGTTCAGAGTGGTGTCTTTCGGCCTGACAGGTGGCCCACCCTCGTTTCTAGGAGCCATGAACACCACGT
TCCACCCTCTCCTACGCGTGTGTGTTTTGATTTTTTTTCGATGACATACTGGTCTTCAACAAAACCCTCAAGGACCA
CACACGTGACCCGAGGCAGGTGCTAGCGCTGTTCAATGGAAAGCCAAGTTGTCTAAGTGCGCTTTCGAGCAGCAGAA
ACTCTCCTACCTGGGGCATGTCATCAGTGAGCAAGGTTTTGCCACCGAGGCAACTGAAATCAGAGCTGTGGCACAGT
GGACAACACCAAGGAGGTACCCAGTTTTCTGGGGCTGGCGGGTTACTACTGTCGCTTTGTCAAGAACTTCGGAATCA
TAGCTCGGCCAATTTGCAATCTCCTCAATAAGGGTGTGCCATTTTTCCGGACCACAGCAACTGGGAAAACATTCCAA
GTTCACAAGCAATAGTTGATCGAAGCACTTGTGCTCGCCCTGCCAGACTTCTCCAAGACCTTCGTTGTCGAGACGGA
TGCCAGCGACAAAGGGATCGGAGCAGTCCTCCAGCAAAACGGGCATCCAATTGCATATATGAGCAAAGCCTTGAGCC
CGTGGTACCAGAGCCTCTCTACCTATGAAGAGGAATACCTGGCAGTGATCATGGTAGTGGAGCAATGGCGACCGTAC
CTCCAGCATGATGAATTCGCTATCTCAACAGATCAACACAGCCTGACTCATCTCAACGAGCAGCGCCTAACTACCCC
ATGGCAGCAGAAGGCTTTTACAAAACTGTTAGGGCCGCGGTACTCGATTCGTTACAAGAAAGGGAGCGATAACATCG
CAGTTGATGCACTGTCGAGGGCTAGCACCTCGGAGATCCTGGTCGTGGTTAGTTCATGTCAACCTGCTTGGCTTGAG
GACGTCATCACTAGCTATAACAGCCACCCTCAAGCACAGTGTCTCCTCGAGCAGCTCGCCCTTGAGG

Promotor y Downstream Exén Intrdén - Start Codon y Stop Codon -

Hipotética proteina

Hipotética proteina ScMDH1 Ailés

MSLLRSASQHLROQRRRAYSSTPAQPERKVAILGAAGGIGQPLALLMKLNPLVSSLSLYDIAATPGVAADVSHINTRA
LVKGEVGDDOLGEALEGADLVIIPAGVPRKPGMTRDDLFKINAGIVKGLCTAIARHCPNALVNMISNPVNSTVPIAA
EVEFKKAGTYDEKKLEGVTTLDVVRAKTEYAGKANVPVTGVNVPVVGGHAGITILPLESQATPASNALSHEDLVALTK
RTODGGTEVVEAKAGKGSATLSMAYAGAVEGDACLKGLNGVPDIVECSEVQSTVTELPFFASKVRLGKSGVEEVLGL
GELSALEKEGLESLKGELLSSIEKGIKFAQES*
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ScMDH1 Petkus Clon 5







Apéndice II.3 Secuencia ADNc del gen ScMDH2 para cuatro cultivares (Ailés, Imperial,

Petkus y Riodeva) y secuencia de ADNg y del promotor del cultivar Ailés.

ScMDH2 Ailés clon3

TTTGATGTCACTTCAAGGCTGACAGTGAGAAGCCACGTCCGCTCTGGACCGGCATGGATCGACCGCTCTACAATGGCATGA
ATGCAGGCAGCTTGCGCCAGGCGGAAACGCGCGCGGGTGGAGGGTTTATACTAGGCGAGGGTAGTCAGGAGCGGGTGTGGC
AGCGGTCCGGGCGCCCGCTAAACCCCAGACTTTGTCTCCGTTTCGAAAAGAAAAACACGTCCGGACCGACCTGCGGATTAA
TGCATGACTGTTAGATGGCAAAAGACGTTCGAACCGTGCGGTCCGGACAATTGCGGATGATTTTGGAGGTGGCCTAATATT
ATAAATTTCTTTTACATCACCTGATATTATAAGGTTCATTGCACACACATGTTTCTTTTACAAGTTTTCTTTTTTGAAAGG
TAATACTCATATATGAAAAAAAATCCCGGAAAAGTTGGATCGGAAATGGTTATCTCGAAACCCCCAAACCCTTTTTCGTAA
CAACTTTATTGTTTAGATCATCCCATCCATCCACCACTTTGCTGGCTCCGTCTTCTATACAATAGCAGCACATCAGCACCC
GCCGCCCGTCCACATCTCTCCCTTCACATCCATCGACCCAGATCTCACAGGCCGCCCAAGCCAGCGACGATGAGGTCCTC
GGTGATGAGATCCGCCGCCCAGCTCCTCCGCCGCCGCAACTACTCGTCCGCGCCCGGGCAGCAGGCGCGGAAGGTGG
CCATCCTCGGCGCGGCCGGCGGCATCGGCCAGCCGCTGTCTCTCCTCATGAAGCTGAACCCCCTCGTCTCCTCCCTC
TCCCTCTACGATATCGCGGCCACCCCGGGAGTCGCTGCCGACGTTTCCCACATCAACTCCCCTGCCCTGGT-

CGCTCGTTATCGCCCTCCTCGCGCTGCTCAGTTCGGTCGGATCTAACACATGGTTTGGGCTTTCGCAGGT AAGEST

TTCATGGCGGACGATCAGCTCGCGGAGGCGTTGGATGGGGCCGACCTGGTGATCATCCCGGCCGGCGTCCCGAGGAA
GCCCGGCATGACCAGGGACGACCTCTTCAACATTAACGCCGGCATCGTTAAGAACCTCTGCACCGCCATCGCCAAGT
ACTGCCCGAATG

CTCTTGTCAACATGATCAGCAACCCTGTGAATTCAACTGTTCCAATTGCTGCTGAAGTTTTCAA
GAAGGCTGGAACCTATGATGAGAAAAGGTTGTTTGGTGTGACCACTCTTGATGTTGTCCGTGCCAGGACTTTCTATG
CTGGGAAGGCTAATGTAGATGTTTCT

CTGTGGACGTTCCTGTTGTTGGTGGTC
ATGCTGGTATCACCATCTTGCCACTGTTCTCACAGG

CAACTCCTTCAACTAATGCATTGTCTGCTGAAGAAATCAAGGCTCTCACCAAG
AGGACACAGGAGGGTGGGACAGAAGTCGTTGAGGCAAAGGCTGGAAAGGGATCTGCAACCTTGTCCATGGCGT

TGCTGGTGCAGTTTTTGGAGATGCATGCTTGAAGGGTCTGAACGGA
GTCCCTGACATTGTTGAATGCTCCTACGTGCAATCGACTGTCACCGAGCTGCCATTCTTTGCTTCCAAGGT




GAGGCTTGGGAAGAATGGAGTCGAGGAAGTGCTTGGGTTGGGTCAGCTGACGG
AGTTTGAGAAGGAAGGGTTGGAAGCTCTCAAGGGCGAGCTCAAATCTTCAATTGAGAAGGGCGTCGCGTTCGCAAAT

GCAAGTTAGTTAG

Promotor y Downstream Exén - Intrén - Start Codon y Stop Codon -

Hipotética proteina

Hipotética proteina ScMDH2 Ailés

MRSSVMRSAAQLLRRRNYSSAPGOQOQARKVAILGAAGGIGQOPLSLLMKLNPLVSSLSLYDIAATPGVAADVSHINSPA
LVKGFMADDQLAEALDGADLVIIPAGVPRKPGMTRDDLENINAGIVKNLCTATIAKYCPNALVNMISNPVNSTVPIAA
EVEFKKAGTYDEKRLEGVTTLDVVRARTEFYAGKANVDVSTVDVPVVGGHAGITILPLESQATPSTNALSAEETIKALTK
RTOQEGGTEVVEAKAGKGSATLSMAYAGAVEGDACLKGLNGVPDIVECSYVQSTVTELPFFASKVRLGKNGVEEVLGL
GOLTEFEKEGLEALKGELKSSIEKGVAFANAS*L



ScMDH2 Riodeva Clonb5

ScMDH2 Imperial clones 4 y 6

ScMDH2 Petkus Clon 5







Apéndice II.4. Secuencia ADNc del gen ScCS para cuatro cultivares (Ailés, Imperial,

Petkus y Riodeva) y secuenciade ADNg del cultivar Ailés.

ScCS Ailés Clon 1

GCGTTCTTCCGGGGCCTCGCCGCGGTCTCGAGGTTGCGATCCCGTATGG
GGCAGGATGCCACCACGCTTGG

TGGTGTGAGATGGCTGCAGATGCAGAGCGCTTCCGATCT

TGATCTTAGGTCCCAGCTGCAGGAAATGATTCCGGAGCAACAGG

ACCGCTTGAAGAAACTAAAGTCAGAGCATGGAAAGGTCCAGCTTGGAAACATAACT

CCTTGGTGGGATGAGAGGGATGACTGGAATGCTCTGGGAGACATCTTTACTTGACCCGGAGGAGG

GTATTCGATTTAGAGGTCTCTCTATTCCAGAGTGCCAGAAAGTCCTGCCGGCTGCAGTTAAAGA
TGGAGAACCTTTACCTGAGGGTCTCCTTTGGCTTCTTTTGACGGGAAAGGT

GCCAACCAAGGAGCAAGTTGATGCTCTATCAAAGGAGTTGCTTAGCCG
TTCGACTGTTCCAGGT

TAAGGCGATAGATGCTCTTCCTGTTACTGCTCATCCAATGACACAGTTTACCACAGGAGTGATGGCACTCCAAGT

TGAGAGTGAATTTCAAAAGGCGTATGACAAGGGAATGCCCAAAACAAAGT

TCTGGGAGCCTACATACGAAGATTGCTTAAATTTGATTGCCCGGCTTCCACAAGTGGCTTCATATGTTTACCGGAGG

ATTTTCAAGGATGGGAAAGCGATTGCAGCTGATAATACACTGGACTATGCAGCGAATTTTTCACACATGCTTGGTTTTGAC
GACCCAAAAATGCTGGAGTTGATGCGCCTATACATAACAATTCACAC

TGATCATGAAGGCGGGAATGTCAGTGCTCATACAGGGCATCTGGT




TGGAAGTGCTCTGTCAGATCCCTACCTTTCTTTTGCAGCG
GCACTGAACGGTTTGGCTGGGCCACTGCACGGCCTGGCTAATCAGG

AAGTGTTGCTATG
GATCAAATCTGTAATGGAAGAAACCGGGAGTAACATTACAACCGACCAACTTAAGGAATATGTATGGAAGACACTGAAGAG

TGTTCCTGGCTATGGTCATGGAGTTCTGCGTAATACAGATCCACGATACTCGTGCCAAAG
GGAGTTTGCGTTGAAATATTTACCAGAGGACCCACTTTTCCAACTGGT

CTCCAAGTTGTACGAAGTTGTGCCTCCGATCC
TCACCGAGTTAGGCAAGGT
GAAAAACCCATGGCCCAATGTCGATGCTCACAGTGGAGTGTTGCTCAACCACTTTG
GATTAACTGAAGCACGGT
CTACACTGTCTTGTTCGGCGTCTCAAGGA
GCATAGGAATTGGATCTCAG
CTCATCTGGGACCGTGCCCTTGGCCTACCGCTTGAAAGACCGAAGAGTGTCACCATGGAGT
GGCTGGAAAACCACTGCAAGAAGGTTGCGGCT

Promotor y Downstream Exdén Intrén - Start Codon y Stop Codon -

Hipotética proteina

Hipotética proteina ScCS Ailés

MAFFRGLAAVSRLRSRMGODATTLGGVRWLOMQOSASDLDLRSQLOEMI PEQODRLKKLKSEHGKVQLGNITVDMVLG
GMRGMTGMLWETSLLDPEEGIRFRGLSIPECQOKVLPAAVKDGEPLPEGLLWLLLTGKVPTKEQVDALSKELLSRSTV
PGYVYKAIDALPVTAHPMTQFTTGVMALQVESEFQKAYDKGMPKTKEFWEPTYEDCLNLTIARLPOVASYVYRRIFKDG
KATAADNTLDYAANFSHMLGEDDPKMLELMRLYITIHTDHEGGNVSAHTGHLVGSALSDPYLSFAAALNGLAGPLHG
LANQEVLLWIKSVMEETGSNITTDOQLKEYVWKTLKSGKVVPGYGHGVLRNTDPRYSCOREFALKYLPEDPLEFQLVSK
LYEVVPPILTELGKVKNPWPNVDAHSGVLLNHFGLTEARYYTVLFGVSRSIGIGSQLIWDRALGLPLERPKSVTMEW
LENHCKKVAA



ScCS Riodeva Clon 1

ScCS Imperial Clon 1

ScCS Petkus Clon 2







II.S. Secuencia ADNc del gen ScFUM para cuatro cultivares (Ailés, Imperial, Petkus y

Riodeva).
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Hipotética proteina ScFUM Ailés

MAMVLRRLAGASASPSAAALLLRPALTRPISTGFREERDTFGPIRVPNDKLWGAQTQRSLONFDIGGERERMPVPIT
RAFGVLKKCAAKVNMEYGLDPTIGKAIMOAAEEVAEGKLDDHFPLVIWQTGSGTQSNMNANEVIANRAAE ILGHKRG
DKEVHPNDHVNRSQSSNDTFPTVMHIAAAVEINSREFIPSLEQLHKSLHSKS?EFKDIIKIGRTHTODATPLTLGQEF
SGYATQVKYGIDRIACTLPRMYQLAQGGTAVGTGLNTKKGFDGKIAAAVAEETELPFVTAENKFEALAAHDAFVESS
GAVNTISASLMKIANDIRLLGSGPHCGLGELILPENEPGSSIMPGKVNPTQCEALTMVCAQVMGNHVGVTIGGSNGH
FELNVYKPMIAAGLLRSLRLLGDASVSFEKNCVRGIEANHKRISQLLHESIMLVTSLNPKIGYDNAAAVAKKAHKEG
TTLKEAALGLGVLTEKEFHGLVVPEKMIGPSD*



ScFUM Riodeva

ScFUM Imperial




ScFUM Petkus




I1.6. Secuencia ADNc del gen ScPME para cuatro cultivares (Ailés, Imperial, Petkus y
Riodeva) y secuencia de ADNg, del promotor y downstream de cuatro cultivares (Ailés,

Imperial, Petkus y Riodeva).

ScPME Ailés

TCTTTACATGTCTACCGCCCAAAACAGCTCTCTGATTAGTGTTTCATTCATCCCAAAAAGATCGGCTGCTTAAATGGACTG
CATGTCGCATTTTCTTTTTGAGAGACGAGCATGACCGATTTTAGAAAGCAGACATACAATGACCAGTCAGCGGGGAAGAAA
CAGATAAGAACTCTACGAAGAATGTCACCCCATTGACCAGGCCAACGCGATCCCTAAATAGGCACTGCTCTTCTGTACGTC
AACCACCTGCGGACAGGACATGCCGCAAACAGCGCTCGAGCCAAGAATTCCCTTGCCACGGCCATGCATCCTTCCATTATA
AATTGTGCTTTCCCTTCAATCCCTCAGCAACCTTTCTCGCCGGCCGAAATGGCAAATAACTTCCTCCTCGGAGGCCTGGGE
GCAATCCTTGTCGTCGCGGTCGTGGTGGGAGTAGTCGCCACCGTGACCACCTCCGGCAATAATAAGGCCGGCGACAACTTC
AATGTCCCGGGTGAGGCCACCCTTGCCACCTCCGGCAAGTCGGTCAAGTCTCTGTGCGCCCCCACGCTGTACAAGGAGTCG
TGCGAGAAGACCCTCACCTCGGCCTCCAATGGCACCGAGAACCCCAAAGAGGTCTTCGCCACCGTTGCCAAGTCGGCGATG
GAGTCCATCAAGTCGGCGGTGGAGCGGTCCCGAACTATCGGCGAGGCCAAGTCGAGCGACCCCTTGACGGAGGGCGCGCGC
CAGGACTGCAAGGAGCTCCTGGAGGACTCCGTGGACGACCTCAAGGGCATGGTCGAGATGGCCGGCGGCGACATCAAGGTG
CTCCTTAGCCGCACCGACGACCTCGAGCACCGGATCACCGGCGTCATGACCTTCATCGACACCTGCGCCGATGGCTTCGCC
GACGAGAAGCTCAAGGCGGACATGCAGGGCATCCTGCGCAACGCCACGGAGCTCAGCAGCAACGCGCTCGCCATCACCAAC
AGCCTCGGCGCCATCTTCAAGAAGCTTGACCTCGACGTGTTCAAGACCGACTCGCGCCGCCGCCTCTTGTCTGCGGGGGAG
TCCAAGTACCCCGCGTGGATGAAGGCTCCAGAAAGGAAGCTACTGGCCTCCGGTGGCTTGCCAGCGCCGAACGCGGTTGTG
GCCAAGGACGGCAGCGGGCAGTTCAAGACCATCCAGGATGCCGTGAACTCCATGCCCAAGGGTCACCCGGGCCGGTACGTC
ATCTACGTCAAGGCTGGGGTCTACGAAGAGATGGTCATGGTCCCCAAGGACAAGGTGAACATATTCATGTACGGCGACGGC
CCCAAGCAAAGCCGCGTCACCGGCAGCAAGAGCTTCGCCGACGGCATCACCACCATGAAGACCGCCACCCTCT

CCATTGAGGCGGCCGGGTTCATCTGCAAGGACATGGGGTTCCACAACACGGCCGG
CGCGGAGAAGCACCAGGCGGTGGCGCTGAGGGTGCAGGGCGACCTCTCGGCCTTCTTCAACTGCCGGTTCGACGCGTTCCA
GGACACGCTGTACGTGCACGCCCGGCGCCAGTTCTTCCGCAACTGCGTCATCTCCGGCACCATCGACTTCATCTTCGGCAA
CTCGGCCGCCGTCTTCCAGAACTGCCTCATCATCACGCGCCGGCCCATGGACAACCAGCAGAACTCGGTGACCGCGCACGG
CCGCACGGACCCCAACATGAAGTCCGGGCTGGTGATCCAGAACTGCCGCCTGGTGCCGGACCAGAAGCTGTTCGCGGACCG
CTTCAAGATCCCGTCCTACCTGGGCCGGCCGTGGAAGGAGTTCTCGCGGCTGGTCATCATGGAGAGCATGATCGCCGACTT
CATCAAGCCCGAGGGGTACATGCCGTGGAACGGCGACTTCGGGCTCAAGACGCTCTACTACGCCGAGTTCGGCAACCGLCGG
CCCCGGCGCCGGCACCAGCAAGAGGGTCACCTGGCCGGGGTTCCGCGTCATCGGGAGGAAGGAGGCCGAGCAGTTCACCGC
AGGGCCCTTCATCGACGGTGCGACATGGCTCAAGTTCACCGGCACGCCCAACTACCTCGGGTTCAAGGTCTAAACGCGCAT
GCATGCATGCAACGCCTGCGCCCTCCTGTACATGAGATACGAGTCGATCGAGGTAACGTAATGTGTGTACGGAACGTGTGA
TGACTGATACTTGCAAGATCAGCTAACCTTCGCTGCTCCGTTATCACCTTCTGTTCTTTTCTGTGGTTTGTTTCTGGAGTT
CTCTTTTCCTTGGTAAATGATTAAGTGTATGCTGTGACATTGATTAACTGGAAAATGTATCATTCAAATGCCCATTAACTG
CGTCTGCGTTTGCTACTACTCCACTATTTTATGCTCACGCATGTTTGCTACACATCTGAACTTGTTATTTTGGACTACGTA
GTAGTATACGTGACAGCACCGAGGCAGGAGGGACTGACCGAACCTCTCCAATAATCTCCATGTACGCATTATCTTGTGTCT
AACCCGGGTCAAAACAAACTTCCAAAGCAAGCTAGCATTTACGCCTCACCAAATTATCATGCGCTCCGGCCTGGCATTCAA
CCATCCCCTAATGCGTGACGTCCGGCCGGACGCGGCAAGGTGATTACAAACTGCAATGAACTGGAATTAATAGAGGAAAGA
GCCGCCGATCAGGCCCGATACGTGTCACTTCTCACTATGCACGTATGATACCAGCCCGGGCCGTCG
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PKQSRVTGSKSFADGITTMKTATLSIEAAGEFICKDMGEFHNTAGAEKHQAVALRVQGDLSAFFNCREFDAFQDTLYVHA
RROFFRNCVISGTIDFIFGNSAAVEFQONCLIITRRPMDNOONSVTAHGRTDPNMKSGLVIQNCRLVPDOQKLFADREKI
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AGPFIDGATWLKEFTGTPNYLGFKV

ScPME Riodeva Clonl

GCTTAAATGGACTGCATGTCGCATTTTCTTTTTGAAAGACGAGCATGACCGATTTTAGAAAGCAGACATACAATGAC
CAGTCAGCGGGGAAGAAACAGATAAGAACTCTACGAAGAATGTCACCCCATTGACCAGGCCAACGCGATCCCTAAAT
AGGCACTGCTCTTCTGTACGTCAACCACCTGCGGACAGGACATGCCGCARACAGCGCTCGAGCCAAGAATTCCCTTG
CCACGGCCATGCATCCTTCCATTATAAATTGTGCTTTCCCTTCAATCCCTCAGCAACCTTTCTCGCCGGCCGAAREG
GCAAATAACTTCCTCCTCGGAGGCCTGGGGGCAATCCTTGTCGTCGCGGTCGTGGTGGGCGTAGTCGCCACCGTGAC
CACCTCCGGCAATAATAAGGCCGGCGACAACTTCAATGTCCCGGGTGAGGCCACCCTTGCCACCTCCGGCAAGTCGG
TCAAGTCTCTGTGCGCCCCCACGCTGTACAAGGAGTCGTGCGAGAAGACCCTCACCTCGGCCTCCAATGGCACCGAG
AACCCCAAAGAGGTCTTCGCCACCGTTGCCAAGTCCGCGATGGAGTCGATCAAGTCCGCGGTGGAGCGGTCCCGCAC
TATCGGCGAGGCCAAGTCGAGCGACCCCTTGACGGAGGGCGCGCGCCAGGACTGCARGGAGCTCCTGGAGGACTCCG
TGGACGATCTCAAGGGCATGGTCGAGATGGCCGGCGGCGACATCAAGGTGCTCCTTAGCCGCACCGACGACCTCGAG
CACTGGATCACCGGCGTCATGACCTTCATCGACACCTGCGCCGATGGCTTCGCCGACGAGAAGCCCAAGGCAGACAT
GCAGGGCATCCTGCGCAACGCCACGGAGCTCAGCAGCAACGCGCTCGCCATCACCAACAGCCTCGGCGCCATCTTCA
AGAAGCTTGACCTCGACGTGTTCAAGACCGACTCGCGCCGCCGCCTCTTGTCTGCGGGGGAGTCCAAGTACCCCGCG
TGGATGAAGGCTCCAGAAAGGAAGCTACTGGCCTCCGGTGGCTTGCCAGCGCCGAACGCGGTTGTGGCCAAGGACGG
CAGCGGCAAATTCAAGACCATCCAGGATGCCGTGAACTCCATGCCCAAGGGTCACCCGGGCCGGTACGTCATCTACG
TCAAGGCTGGGGTCTACGAAGAGATGGTCATGGTCCCCAAGGACAAGGTGAACATATTCATGTACGGCGACGGCCCC
AAGCAAAGCCGCGTCACCGGCAGCAAGAGCTTCGCCGACGGCATCACCACCATGAAGACCGCCACCTTC TGS

e C C ~ T TGAGGCGGCCGGGTTCATCTGCAAGAACATGGGGTTCCACAAC

ACGGCCGGCGCGGAGAAGCACCAGGCGGTGGCGCTGAGGGTGCAGGGCGACCTCTCGGCCTTCTTCAACTGCCGGTT
CGACGCGTTCCAGGACACGCTGTACGTGCACGCCCGGCGCCAGTTCTTCCGCAACTGCGTCATCTCCGGCACCATCG
ACTTCATCTTCGGCAACTCGGCCGCCGTCTTCCAGAACTGCCTCATCATCACGCGCCGGCCCATGGACAACCAGCAG
AACTCGGTGACCGCGCACGGCCGCACGGACCCCAACATGAAATCCGGGCTGGTGATCCAGAACTGCCGCCTGGTGCC
GGACCAGAAGCTGTTCGCGGACCGCTTCAAGATCCCGTCCTACCTGGGCCGGCCGTGGAAGGAGTTCTCGCGGCTGG
TCATCATGGAGAGCATGATCGCCGACTTCATCAAGCCCGAGGGGTACATGCCGTGGAACGGCGACTTCGGGCTCAAG
ACGCTCTACTACGCCGAGTTCGGCAACCGCGGCCCCGGCGCCGGCACCAGCAAGAGGGTCACCTGGCCGGGGTTCCG
CGTCATCGGGAGGGAGGAGGCCGAGCAGTTCACCGCAGGGCCCTTCATCGACGGTGCGACATGGCTCAAGTTCACCG
GCACGCCCAACTACCTCGGGTTCAAGGTCTAAACGCCTGCGCCCTCCTGTACATGAGATACGAGTCGATCGAGGTAA
CGTAATGTGTGTACGGAACGTGTGATGACTGATACTTGCAAGATCATCTAACCTTCGCTGCTCCGTTATCACCTTCT
GTTCTTTTCTGTGGTTTGTTTCTGGAGTTCTCTTTTCCTTGGTAAGTGATTAAGTGTATGTTGTGACATCGATTAAC
TGGAAAATGTATCATTCAGATGCCCATTAACTGCATCTGCGTTTGCTACTACTCCACTATTTTATGCTCATGCATGT
TTGCTACACATCTGAACTTGTTATTTTGGACTACGTAGTAGTATACGTGACAGCACCGAGGCAGAAGGGACTGACCG
AACCTCTCCAATAATCTCCATGTACGCATTATCTTGTGTCTAACCCGGGTCAAAACAAACTTCCAAAGCAAGCTAGC
ATTTACGCCTCACCAAATTATCATGCATGCGCTCCGGCCTGGCATTCAACCATCCCCTAATGCGTGACGTCCGGCCG
GACGCGGCAGGGTGATTACAAACTGCAATGAACTGGAATTAATAGAGGAAAGAGCCGCCGATCAGGCCCGATACGTG
i



ScPME Imperial Clon8

TCTTTACATGTCTACCGCCCAAAACAGCTCTCTGATTTGTGTTTCATTCATCCCAAAAAGATCGGCTGCTTAAATGGACTG
CATGTCGCATTTTCTTTTTGAGAGACGAGCACGACCGATTTTAGAAAGCAGACATACAATGACCAGTCAGCGGGGAAGAAA
CAGATAAGAACTCTACGAAGAATGTCACCCCATTGACCAGGCCAACGCGATCCCTAAATAGGCACTGCTCTTCTGTACGTC
AACCACCTGCGGACAGGACATGCCGCAAACAGCGCTCGAGCCAAGAATTCCCTTGCCACGGCCATGCATCCTTCCATTATA
AATTGTGCTTTCCCTTCAATCCCTCAGCAACCTTTCTCGCCGGCCGAAATGGCAAATAACTTCCTCCTCGGAGGCCTGGGE
GCAATCCTTGTCGTCGCGGTCGTGGTGGGCGTAGTCGCCACCGTGACCACCTCCGGCAATAATAAGGCCGGCGACAACTTC
AATGTCCCGGGTGAGGCCACCCTTGCCACCTCCGGCAAGTCGGTCAAGTCTCTGTGCGCCCCCACGCTGTACAAGGAGTCG
TGCGAGAAGACCCTCACCTCGGCCTCCAATGGCACCGAGAACCCCAAAGAGGTCTTCGCCACCGTTGCCAAGTCGGCGATG
GAGTCCATCAAGTCGGCGGTGGAGCGGTCCCGAACTATCGGCGAGGCCAAGTCGAGCGACCCCTTGACGGAGGGCGLCGLGL
CAGGACTGCAAGGAGCTCCTGGAGGACTCCGTGGACGACCTCAAGGGCATGGTCGAGATGGCCGGCGGCGACATCAAGGTG
CTCCTTAGCCGCACCGACGACCTCGAGCACTGGATCACCGGCGTCATGACCTTCATCGACACCTGCGCCGATGGCTTCGCC
GACGAGAAGCTCAAGGCGGACATGCAGGGCATCCTGCGCAACGCCACGGAGCTCAGCAGCAACGCGCTCGCCATCACCAAC
AGCCTCGGCGCCATCTTCAAGAAGCTTGACCTCGACGTGTTCAAGACCGACTCGCGCCGCCGCCTCTTGTCTGCGGGGGAG
TCCAAGTACCCCGCGTGGATGAAGGCTCCAGAAAGGAAGCTACTGGCCTCCGGTGGCTTGCCAGCGCCGAACGCGGTTGTG
GCCAAAGACGGCAGCGGTAAATTCAAGACCATCCAGGATGCCGTGAACTCCATGCCCAGGGGTCACCCGGGCCGGTACGTC
ATCTACGTCAAGGCTGGGGTCTACGAAGAGATGGTCATGGTCCCCAAGGACAAGGTGAACATATTCATGTACGGCGACGGC
CCCAAGCAAAGCCGCGTCACCGGAAGCAAGAGCTTCGCCGACGGCATCACCACCATGAAGACCGCCACCTTCT

CCATTGAGGCGGCCGGGTTCATCTGCAAGAACATGGGGTTCCACAACACGGCCGG
CGCGGAGAAGCACCAGGCGGTAGCGCTGAGGGTGCAGGGCGACCTCTCGGCCTTCTTCAACTGCCGGTTCGACGCGTTCCA
GGACACGCTGTACGTGCACGCCCGGCGCCAGTTCTTCCGCAACTGCGTCATCTCCGGCACCATCGACTTCATCTTCGGCAA
CTCGGCCGCCGTCTTCCAGAACTGCCTCATCATCACGCGCCGGCCCATGGACAACCAGCAGAACTCGGTGACCGCGCACGG
CCGCACGGACCCCAACATGAAGTCCGGGCTGGTGATCCAGAACTGCCGCCTGGTGCCGGACCAGAAGCTGTTCGCGGACCG
CTTCAAGATCCCGTCCTACCTGGGCCGGCCGTGGAAGGAGTTCTCGCGGCTGGTCATCATGGAGAGCATGATCGCCGACTT
CATCAAGCCCGAGGGGTACATGCCGTGGAACGGCGACTTCGGGCTCAAGACGCTCTACTACGCCGAGTTCGGCAACCGLCGG
CCCCGGCGCCGGCACCAGCAAGAGGGTCACCTGGCCGGGGTTCCGCGTCATCGGGAGGAAGGAGGCCGAGCAGTTCACCGC
AGGGCCCTTCATCGACAGTGCGACATGGCTCAAGTTCACCGGCACGCCCAACTACCTCGGGTTCAAGGTCTAAACGCCTGC
GCCCTCCTGTACATGAGATACGAGTCGATCGAGGTAACGTAATGTGTGTACGGAACGTGTGATGACTGATACTTGCAAGAT
CAGCTAACCTTCGCTGCTCCGTTATCACCTTCTGTTCTTTTCTGTGGTTTGTTTCTGGAGTTCTCTTTTCCTTGGTAAATG
ATTAAGTGTATGTTGTGACATCGATTAACTGGAAAATATATCATTCAGATGCCCATTAACTGCGTCTGCGTTTGCTACTAC
TCCACTATTTTATGCTCATGCATGTTTGCTACACATCTGAACTTGTTATTTTGGACTACGTAGTAGTATACGTGACAGCAC
CGAGGCAGAAGGGACTGACCGAACCTCTCCAATAATCTCCACGTACGCATTATCTTGTGTCTAACCCGGGTCAAAACAAAC
TTCCAAAGCAAGCTAGCATTTACGCCTCACCAAATTATCATGCATGCGCTCCGGCCTGAAATTCAACCATCCCCTAATGCG
TGACGTCCGGCCGGACGCGGCAGGGTGATTACAAACTGCAATGAACTGGAATTAATAGAGGAAAGAGCCGCCGATCAGGCC
CGATACGTGT

ScPME Petkus

TTTACATGTCTACCGCCCAAAACAGCTCTCTGATTAGTGTTTCATTCATCCCAAAAAGATCGGCTGCTTAAATGGACTGCA
TGTCGCATTTTCTTTTTGAGAGACGAGCATGACCGATTTTAGAAAGCAGACATACAATGACCAGTCAGCGGGGAAGAAACA
GATAAGAACTCTACGAAGAATGTCACCCCATTGACCAGGCCAACGCGATCCCTAAATAGGCACTGCTCTTCTGTACGTCAA
CCACCTGCGGACAGGACATGCCGCAAACAGCGCTCGAGCCAAGAATTCCCTTGCCACGGCCATGCATCCTTCCATTATAAA
TTGTGCTTTCCCTTCAATCCCTCAGCAACCTTTCTCGCCGGCCGAAATGGCAAATAACTTCCTCCTCGGAGGCCTGGGGGC
AATCCTTGTCGTCGCGGTCGTGGTGGGCGTAGTCGCCACCGTGACCACCTCCGGCAATAATAAGGCCGGCGACAACTTCAA
TGTCCCGGGTGAGGCCACCCTTGCCACCTCCGGCAAGTCGGTCAAGTCTCTGTGCGCCCCCACGCTGTACAAGGAGTCGTG
CGAGAAGACCCTCACCTCGGCCTCCAATGGCACCGAGAACCCCAAAGAGGTCTTCGCCACCGTTGCCAAGTCGGCGATGGA
GTCGATCAAGTCCGCGGTGGAGCGGTCCCGCACTATCGGCGAGGCCAAGTCGAGCGACCCCTTGACGGAGGGCGCGCGCCA
GGACTGCAAGGAGCTCCTGGAGGACTCCGTGGACGATCTCAAGGGCATGGTCGAGATGGCCGGCGGCGACATCAAGGTGCT
CCTTAGCCGCACCGACGACCTCGAGCACTGGATCACCGGCGTCATGACCTTCATCGACACCTGCGCCGATGGCTTCGCCGA
CGAGAAGCTCAAGGCAGACATGCAGGGCATCCTGCGCAACGCCACGGAGCTCAGCAGCAACGCGCTCGCCATCACCAACAG
CCTCGGCGCCATCTTCAAGAAGCTTGACCTCGACGTGTTCAAGACCGACTCGCGCCGCCGCCTCTTGTCTGCGGGGGAGTC
CAAGTACCCCGCGTGGATGAAGGCTCCAGAAAGGAAGCTACTGGCCTCCGGTGGCTTGCCAGCGCCGAACGCGGTTGTGGC



GCGCCCTCCT
GTACATGAGATACGAGTCGATCGAGGTAACGTAATGTGTGTACGGAACGTGTGATGACTGATACTTGCAAGATCAGCTAAC
CTTCGCTGCTCCGTTATCACCTTCTGTTCTTTTCTGTGGTTTGTTTCTGGAGTTCTCTTTTCCTTGGTAAATGATTAAGTG
TATGTTGTGACATCGATTAACTGGAAAATGTATCATTCAGATGCCCATTAACTGCGTCTGCGTTTGCTACTACTCCACTAT
TTTATGCTCATGCATGTTTGCTACACATCTGAACTTGTTATTTTGGACTACGTAGTAGTATACGTGACAGCACCGAGGCAG
AAGGGACTGACCGAACCTCTCCAATAATCTCCATGTACGCATTATCTTGTGTCTAACCCGGGTCAAAACAAACTTCCAAAG
CAAGCTAGCATTTACGCCTCACCAAATTATCATGCATGCGCTCCGGCCTGGCATTCAACCATCCCCTAATGCGTGACGTCC
GGCCGGACGCGGCAGGGTGATTACAAACTGCAATGAACTGGAATTAATAGAGGAAAGAGCCGCCGATCAGGCCCGATACGT
GT
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