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Summary

Introduction

Aluminum is the mayor toxin plants encounter on acid soils. It inhibits root growth by
damaging cells at the root apex, limiting crop yields. Rye is one of the most aluminum
tolerant species among cereals. It releases malate and citrate from the root apices
which excludes aluminum from its tissues. Five independent loci related to aluminum
tolerance have been described in rye. Aniol and Gustafson (1984) located three of
them: Altl on the short arm of chromosome 6R; Alt2 on the short arm of chromosome
3; and Alt3 on the long arm of chromosome 4; Matos et al. (2005) located Alt4 on the
short arm of chromosome 7; and Silva-Navas et al. (2012) located Qais also on the
short arm of chromosome 7. The ALMT1 (aluminum-activated malate transporter 1)
co-segregates with Alt4 and MATE1 with Qais (Silva-Navas et al. 2012), but the identity

of the genes located on the other three loci remains unknown.

Objective

The aim of this work was to identify a new aluminum tolerance gene. We used three
different approaches:

- Transcriptional analysis of rye using a wheat microarray.
- Screening of a collection of transgenic lines in aluminum containing medium.

- Characterization in rye of aluminum tolerance genes already described in other

species.

Results

- The microarray:

To identify genes that could be related to the loci Alt2 (3R) and Altl (6R), we used the
wheat microarray Agilent 4x44K (Design ID 022297) to carry out a transcriptional
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analysis over roots from rye (cv. Imperial), hexaploid wheat (cv. Chinese Spring) and
the wheat-rye adition lines 3R and 6R, treated with or without aluminum (24h at 200

uM). Results with FDR (RankProd) < 0,05 were considered statistically significant.

After a couple of unsuccessful tests, we set a threshold for the fold-change on 210 and
<-10 for the induced and repressed genes, respetively. We had to dismiss all the rye
genes, and that forced us to chage the approach and seek for aluminum tolerance
genes based on their putative function or cellular localization. We analyzed the genes
one by one, and most of the induced ones turn out to be related to pathogen or stress

response, while most of the repressed ones were related to oxidative stress.
We chose six candidate genes among the induced ones to further analyze them:
- bHLH51.
- CDT1.
- MDRA4.
- Harpin.
- Aqua.
- ABA.

The fold-change of the six genes was at least two times higher in wheat and the adition
line 6R than in 3R.

We did an in silico analysis of the proteins encoded by the six candidate genes. As well
as that, we performed a gRT-PCR assay to check if induction of these six genes was
an universal response to aluminum in rye. We employed two rye genotypes different
from Imperial: aluminum tolerant 390 and sensitive 389. Results show that unlike the
aluminum tolerance gene ALMT1, which has a higher expression in the tolerant

genotype, the six candidates are induced by aluminum only in the sensitive genotype.

We also wanted to see whether the candidate genes had a role in aluminum tolerance
in Arabidopsis. We found the homologous of these genes in Arabidopsis and asked for
their T-DNA lines. Seedlings were grown in a medium with different aluminum

concentrations, and even though all the mutants had shorter roots than Columbia, that
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also happened in the absence of this metal. Therefore, none of them showed reduced

root growth due to aluminum compared with Columbia.

Taken together, results from the experiments with Arabidopsis and rye indicate that the
six candidate genes behave as aluminum stress response genes, and not as tolerance

genes.

- The screening:

The second approach consisted of a screening of a collection of transgenic lines in
aluminum containing medium. 208 lines from the Transplanta Project were tested.
These are plants that overexpress one transcription factor each, induced by estradiol.
The goal was to characterize a transcription factor that could either confer resistance or

sensitivity to aluminum stress.

We experienced several problems getting the medium ready. Nevertheless, we
managed to choose a few candidates that seem to respond to aluminum. We assessed
the candidates taking into account the resullts of other groups working with Transplanta
lines, so they would not respond to other stresses. We came up with three candidate

genes:
- Related to Apetala 2.3 (RAP2.3).
- Transmembrane Domain Ring H2.
- Dehydration-Responsive Element Binding Protein 2.

We asked for their T-DNA insertion lines and test them in a medium with different

aluminum concentrations.

- Related to Apetala 2.3 (RAP2.3):

We analyzed two different T-DNA insertion lines correspoding this gene. Seemingly,
this gene is unrelated to the aluminum tolerance. Additionally, the absence of the gene

does not make the plant specially sensitive to pH variations either.
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- Transmembrane Domain Ring H2:

The T-DNA insertion line in this gene showed no differential growth compared to
Columbia's in medium with aluminum, suggesting it is not involved in the response to

this metal.
- Dehydration-Responsive Element Binding Protein 2:

We studied two different T-DNA insertion lines of this gene, and both of them showed

longer roots than Columbia when grown in a medium with aluminum.

We checked the expression of the gene in the insertion lines and they turn out to be
knock down lines instead of knock out. Interestingly, the gene is induced by aluminum.

All in all, this candidate appears to be involved in the response to aluminum stress,
possibly as a repressor.

- The characterization of aluminum tolerance genes:

The third approach to identify aluminum tolerance genes was to characterize in rye
genes that have already been described in other species. It was a rather direct
approach and it allowed us to identify genes from families like ALMT, MATE, ABC and

NRAMP, all of them related to aluminum tolerance.
- ALMT family:

ScALMT1 is an aluminum tolerance gene in rye (Fontecha et al. 2007; Collins et al.

2008). Given that, we characterized the following members of this family:

- SCALMT2: We sequenced a 1374 base long open reading frame in the
cultivars Ailes, Imperial and Riodeva. We also isolated two pseudogenic
sequences of this gene in Ailes and Riodeva. We located the gene in the long

arm of chromosome 2.

- SCALMT3: We obtained a fragment of the gene of about 1230 nucleotides in

the cultivars Ailes, Imperial and Riodeva.
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- SCALMT4: We aplified a 441 base long fragment of the gene in cultivars Ailes
and Riodeva. It was located in the short arm of chromosome 3, which is also the

location of the aluminum tolerance locus Alt2.

- SCALMT5: We sequenced fragments of the gene of 275, 388 and 387

nucleotides in the cultivars Petkus, Ailes and Riodeva, respectively.

- SCALMT6: We obtained a 679 base long gene fragment in the cultivars
Petkus, Ailes and Riodeva.

- MATE family:

In this family, SCFRDL2 has been described as an aluminum tolerance gene (Yokosho
et al. 2010), thus, we sought for other members that could also be involved in

tolerance:

- SCMATE2: We managed to amplify 545 nucleotides of the gene in the cultivar
Imperial and we located it in the long arm of chromosome 1. We verify, as well,

that its expression was induced by aluminum.
- ABC family:

We searched for the rye homologues of the Arabidopsis STAR1 (Huang et al. 2010),
and rice STAR1 and STAR2 (Huang et al. 2009).

-ScSTAR1: We sequenced a 291 base long fragment from the gene in the
cultivars Ailes and Riodeva. We analyzed the expression pattern of the gene,

and like its homologuos in rice, it is induced by aluminum.

-ScSTAR2: We obtained a fragment of the gene of 841 nucleotides in the

cultivar Petkus.
- NRAMP family:

The rice gene Nratl has been associated with aluminum tolerance (Xia et al. 2010), so

we looked for its homologue in rye.

17



We amplified 760 and 762 nucleotides of the gene in the cultivars Ailes and Riodeva,
respectively.

Discussion and conclusions

Altogether, we have been able to characterize three candidate genes that seen to be
related to the aluminum response: ALMT4, which is located in the same chromosome
arm as the aluminum tolerance locus Alt2; STARL, which is induced by aluminum and
whose homologues in Arabidopsis and rice participate in the response to this metal;
DREB2A, which is also induced by aluminum, and whose partial inhibition seems to
improve the respose to this metal in Arabidopsis.
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Introduccién

Suelos acidos y estrés por aluminio

Suelos acidos: distribucién, causas y efectos

Los suelos pueden clasificarse segun su pH. De acuerdo con la escala de Wilde, un
suelo es neutro si su pH oscila entre 6,5y 7,3. Asi, los suelos con un pH inferior a 5,5
se consideran fuertemente &cidos, y los que tienen un pH inferior a 4 extremadamente

acidos.

Los suelos acidos se encuentran extensamente distribuidos en regiones tropicales y
subtropicales, aunque también estan presentes en zonas de clima templado,
afectando hasta un 40% de los suelos potencialmente cultivables (Haug et al. 1984)

(figura 1).

Figura 1: Distribucién de suelos &cidos en el mundo. Rojo: suelos &cidos. Amarillo:

suelos neutros. Azul: suelos alcalinos. Negro: sin datos.

La actividad agricola también puede conducir a la acidificacion del suelo (Simoes et al.
2012), asi como la lluvia &cida, resultado de procesos industriales y uso de

combustibles fésiles. Este es el caso de Europa, donde los suelos acidos cubren gran
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Introduccion

parte de la peninsula escandinava, Rusia, Polonia y Portugal. En Espafia, los suelos

acidos afectan principalmente a las regiones del norte y Extremadura.

Aproximadamente el 67% de los suelos acidos estan cubiertos de bosques y el 18%
de sabana, praderas y vegetacion esteparia. Solamente el 4,5% de los suelos acidos
se utiliza para cultivos. Sin embargo, existen grandes extensiones de suelos 4cidos en
areas tropicales deforestadas y abandonadas que podrian ser usadas (von Uexkull
and Mutert, 1995).

La acidez del suelo limita la productividad de los cultivos debido a mdltiples estreses.
El pH afecta a la solubilidad y disponibilidad de nutrientes, reduciéndose éstas a
medida que disminuye el pH (Foy et al. 1978). Entre los factores que afectan el
crecimiento de las plantas se encuentran las deficiencias de elementos esenciales,
como el fosforo, nitrégeno, potasio, calcio, magnesio y algunos micronutrientes; asi

como niveles téxicos de otros como manganeso, hierro o aluminio (figura 2).

80 90 100

Nitrogen

Phosphorus

Potassium

Calcium and Magnesium
Sulphur

Boron

Copper and Zinc
Molybdenum

Iron and Managanese

Aluminium

Figura 2: Solubilidad de distintos compuestos segun el pH del suelo.
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Introduccién

De hecho, la toxicidad por aluminio es uno de los principales factores limitantes en
esta clase de suelos, afectando al 14% de los suelos a nivel mundial segun la Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) (Raman and Gustafson,
2011). La causa principal es la lixiviacion resultante de la alta tasa de precipitacion,
caracteristica de los tropicos humedos y subhimedos. De ahi que los paises mas

afectados se encuentran mayoritariamente en zonas de selva (Bot et al., 2000).

El aluminio: su comportamiento y efectos

El aluminio es el metal mas abundante en la superficie terrestre, y comprende
alrededor de un 7% de su masa. La mayoria del aluminio se encuentra precipitado o
formando parte de compuestos no fitotoxicos, como aluminosilicatos. Sin embargo, a

pH acido el aluminio es liberado de los minerales del suelo.

A pH <5 la forma mayoritaria es el cation trivalente (Al**). A medida que aumenta el pH
las formas AlI(OH)?" y AI(OH).* se hacen mas frecuentes. A pH neutro se forma la fase
sélida AI(OH)s o gibbsita, mientras que en condiciones alcalinas Al(OH)s o aluminato
es la forma predominante (Delhaize and Ryan, 1995; Simoes et al. 2012).

Existe otra forma de aluminio, Alis, polinuclear y muy toxica, que se forma cuando las
soluciones de aluminio se neutralizan parcialmente con una base fuerte (Parker and
Bertsch, 1992).

El aluminio tiene un comportamiento quimico complejo, lo cual hace dificil el estudio de
procesos relacionados con él. Asi, aunque en general se asume que la forma fitotoxica
principal del aluminio es Al**, casi todas las formas monoméricas se han demostrado

téxicas en un estudio u otro (Kinraide et al., 1991).

Los efectos del aluminio en los procesos metabdlicos de la planta son observables a
los pocos minutos del comienzo del estrés, seguidos por los efectos secundarios que

ocurren en estadios mas tardios (Kochian, 1995).
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Introduccion

Figura 3: Efecto del aluminio en el crecimiento de las plantas. A la

izquierda se muestran plantas de maiz tolerantes y a la derecha,
sensibles.

La toxicidad del aluminio proviene de un amplio espectro de efectos deletéreos (figura
3). Debido a su alta afinidad por donadores de electrones, se cree que el aluminio se
une a los grupos carboxil y fosfato en la pared celular, causando cambios estructurales
y afectando la expansién de la misma (Ma et al.,, 2004a). A nivel intracelular, sus
dianas incluyen el citoesqueleto (Grabski and Schindler, 1995; Blancaflor et al., 1998),
transportadores de iones (Huang et al., 1992; Liu and Luan, 2001), constituyentes de
los sistemas de sefalizacion (Haug et al., 1994; Jones and Kochian, 1995), y otros
componentes celulares y enzimas (Jones and Kochian, 1997), muchos de los cuales
estan cargados negativamente o coordinan cofactores cargados positivamente
(Kochian, 1995).

El aluminio dafia las células del apice radicular, inhibiendo la elongacion de la raiz
(figura 4). Consecuentemente se reduce la absorcién de agua y nutrientes, lo cual
limita el rendimiento agronémico (Ma et al., 2001; Kochian et al., 2004; Delhaize et al.,
2012). En estos casos, la mayor parte del aluminio se localiza en la epidermis y el
cortex (Jones et al., 2006).
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Introduccién

Figura 4: Raiz de trigo en ausencia

(izquierda) y presencia (derecha) de
aluminio (Delhaize et al., 2004).

Los sintomas de toxicidad por aluminio se asemejan a los de la deficiencia de calcio.
Sin embargo, la relacién entre los estreses producidos por estos cationes parece ser
indirecta (Ryan et al., 1994).

Mecanismos de tolerancia al aluminio

La concentracion de aluminio que las plantas son capaces de tolerar difiere entre

especies e incluso entre variedades dentro de la misma especie.

El orden de la tolerancia en cereales ha sido representado de la siguiente manera

(figura 5):

Centeno (Secale cereale) > Avena (Avena sativa) > Mijo (Panicum miliaceum) > Trigo
panadero (Triticum aestivum) > Cebada (Hordeum vulgare) > Trigo duro (T. turgidum

ssp durum) (Bona et al. 1993).

El arroz (Oryza sativa) también se considera uno de los cultivos méas tolerantes

(Famoso et al., 2010; Raman and Gustafson, 2011).
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Introduccion

Las plantas han desarrollado mecanismos que les permiten lidiar con el aluminio.

Estos pueden dividirse de forma general en mecanismos internos y externos.

Centeno > Avena > Mijo > Trigo panadero > Cebada > Trigo duro

Figura 5: Representacion gréfica del orden de la tolerancia al aluminio en diferentes

especies de cereales.

Los mecanismos de tolerancia internos, también conocidos como mecanismos
simplasticos, detoxifican el aluminio una vez que éste entra en la célula (Taylor, 1991,
Ma et al., 2001). Esto ocurre principalmente en dos lugares:

- En el citoplasma, donde se forman complejos estables con acidos organicos (como
citrato, malato, oxalato), taninos (Tahara et al., 2014) o proteinas (Ma et al., 1997; Ma
et al., 1998).

- En organulos, principalmente en la vacuola, donde se secuestra (Watanabe et al.,
1998).

Otra forma de hacer frente al aluminio internamente consiste en reparar rapidamente
los dafios causados por él (incluyendo los causados por estrés oxidativo) (Delhaize et
al. 2012).

Estos mecanismos son frecuentes en plantas que habitan zonas donde los suelos
acidos son endémicos (areas tropicales y subtropicales) (Metali et al., 2012). Algunas
especies son capaces de acumular el aluminio en sus hojas sin presentar sintomas
adversos. Este es el caso del té (Camelia sinensis), el trigo sarraceno (Fagopyrum
esculentum) y la hortensia (Hydrangea macrophylla) (figura 6) (Takeda et al., 1985; Ma
and Hiradate, 2000).
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Figura 6: La coloracion de los sépalos de las hortensias depende de la concentracion

de aluminio en éstos (Ma et al., 2001).

Los mecanismos de exclusion o mecanismos apoplasticos limitan el aluminio que
penetra en las raices y minimizan las interacciones dafiinas entre el aluminio y los
sitios en el apoplasto sensibles a él (como membrana plasmética o pared celular). Se

tiene constancia de los siguientes mecanismos de exclusion:
- Secrecion de compuestos fendlicos (Ofei-Manu et al., 2001).
- Formacion de mucilago (Miyasaka and Hawes, 2001).

- “Barrera de pH” resultado del incremento de pH en la rizosfera (Degenhardt et al.,
1998).

- Exportacion activa de aluminio desde el citoplasma (Taylor et al., 1991; Xia et al.,
2010).

- Exudacion de acidos organicos (Delhaize et al., 1993b).

Este dltimo es un mecanismo conservado de tolerancia al aluminio, descrito en
muchas especies y con fuertes evidencias genéticas y moleculares. Diversas especies

secretan estos acidos organicos a través de transportadores de membrana, formando
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complejos no toxicos con el aluminio y protegiendo el apice radicular. En la mayoria de
los casos es el propio aluminio el que activa esta secrecidén desde la raiz (Raman and
Gustafson, 2011; Delhaize et al., 2012).

Exudacion de acidos organicos

El malato y el citrato son los aniones organicos secretados mas comunes, aunque
algunas especies exudan oxalato (figura 7). Es el citrato el que muestra mayor avidez
de union al aluminio, requiriéndose mayores concentraciones de malato para igualar
su poder como quelante (Delhaize et al., 1993). Irbnicamente, las especies o0 genotipos
tolerantes tienden a exudar malato (Silva-Navas et al., 2012).

Se ha descrito la exudacion de malato en trigo (Delhaize et al., 1993b; Sasaki et al.,
2004), Arabidopsis (Hoekenga et al., 2006), colza (Brassica napus) (Ligaba et al.,
2006) y centeno (Collins et al., 2008). Entre otras, se ha visto secrecion de citrato en
especies como maiz, soja, sorgo (Sorghum bicolor), cebada (Pellet et al., 1995; Yang
et al., 2000; Magalhaes et al., 2007; Furukawa et al., 2007; Maron et al. 2010).

Apoplasto

/|/'
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4/ 4. ""3’”"’%\' 0
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Célula del apice radicular

Figura 7: Modelo de secrecion de acidos organicos (OA)

quelando el aluminio soluble (AP*) (Shroeder et al. 2013).
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En algunas especies aparece la coexistencia de mecanismos de tolerancia. Por
ejemplo, en arroz, la exudacién de citrato (Yokosho et al., 2011) se combina con
mecanismos simplasticos (Huang et al., 2009) para detoxificar el aluminio. En otras
especies, como el trigo, Arabidopsis y centeno, lo que ocurre es una secrecion
simultdnea de malato y citrato (Ryan et al., 2009; Liu et al., 2009; Yokosho et al.,
2010). En maiz, en cambio, se exudan citrato (Pifieros et al., 2002) y oxalato (Kidd et
al., 2001), aunque en este caso, la correlacion entre la secrecién de citrato y la
tolerancia al aluminio es baja. La participacion de mudaltiples mecanismos de
detoxificacion del aluminio no parece estar relacionada con una respuesta mejor, y es

independiente del nivel de tolerancia (Simoes et al., 2012).

Tolerancia al aluminio en centeno

El centeno es un cereal diploide (2n=14) con un genoma relativamente complejo
(figura 8). Del 70 al 75% de su genoma se compone de secuencias repetidas. La
mayoria de las secuencias de copia Unica tienen longitudes que oscilan entre los 400 y
los 3500 nucledtidos, y se hallan dispersas entre las regiones repetitivas (Smith and
Flavell, 1977).

Este cereal posee caracteristicas fisiologicas y genéticas que lo convierten en una
especie interesante. Por ello, ha sido empleada en programas de mejora de trigo
(Driscol and Jensen, 1964; Steward et al., 1968) como fuente de genes de resistencia

a estrés abidtico, a varias enfermedades y a insectos.

La hibridacion entre el trigo y el centeno ha conducido al desarrollo de una variedad
anfiploide de cereal: el triticale (Triticosecale Wittmack) (Muntzing, 1936). Esta
variedad sirve de puente genético entre el trigo y el centeno, para introducir genes
deseables de centeno en el trigo cultivado (Zeller, 1973; May and Appels, 1978; Hu
and Roelfs, 1986; Lukaszewski et al., 2001). Esta compatibilidad genética también ha
servido para la construccién de lineas de adicion y de sustitucién trigo-centeno, que
constituyen un material valioso para la cartografia genética y la investigacion

agronomica.
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Figura 8: Espiga y semillas de centeno.

El centeno es una de las especies cultivadas mas tolerantes al aluminio. Se han
descrito cinco loci independientes relacionados con la tolerancia al aluminio. Aniol y
Gustafson (1984) localizaron los tres primeros: Altl en el brazo corto del cromosoma
6; Alt2 en el brazo corto del cromosoma 3; y Alt3 en el brazo largo del 4; Matos y
colaboradores (2005) localizaron Alt4 en el brazo corto del cromosoma 7; y Silva-

Navas y su grupo localizaron Qais también en el brazo corto del cromosoma 7.

Se cree que el locus més influyente en la tolerancia al aluminio es Alt2 (Aniol, 2004).
Por otro lado, algunos trabajos indican que el locus Alt3 contribuye con el 48% de
variacion fenotipica (Hede et al., 2001). Sin embargo, sélo a Alt4 y a Qais se les ha
asignado un gen, SCALMT1 (Fontecha et al., 2007; Collins et al., 2008) y SCMATE1
(Silva-Navas et al., 2012), respectivamente, dos de los mas importantes en relacion a

la tolerancia al aluminio.

Se han descrito varios marcadores ligados a los loci Alt: isoenzimas (Gallego and
Benito, 1997), SCARs (Gallego et al., 1998a), RAPDs (Gallego et al., 1997), AFLPs y
RFLPs (Miftahudin et al., 2002; Miftahudin et al., 2005).

Genes de tolerancia al aluminio

Se han identificado genes asociados a la tolerancia al aluminio gracias a mdltiples
estudios genéticos y moleculares. Estos genes incluyen transportadores de membrana

de las familias ALMT, MATE, ABC y NRAMP en diferentes especies, asi como factores
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de transcripcion y elementos-cis implicados en la expresion de estos genes de

tolerancia.

Familia ALMT (Aluminum-activated Malate Transporters)

Las proteinas ALMT forman una pequefia familia exclusiva de plantas. Constan de
cinco a siete dominios transmembrana en la region N terminal de la proteina y una
larga cola C terminal. Se han caracterizado muchos ALMT en diferentes especies, sin
embargo, sélo una pequefia parte de ellos confieren tolerancia al aluminio mediante

secrecion de malato desde el 4pice radicular. Entre ellos se encuentran los ALMT de:
- Trigo: TAALMT1 (Sasaki et al., 2004),

- Arabidopsis: AtALMT1 (Hoekenga et al., 2006),

- Colza: BnhALMT1 y BnALMT2 (Ligaba et al., 2006),

- Centeno: SCALMT1 (Fontecha et al., 2007; Collins et al., 2008).

TaALMT1 fue el primer gen de tolerancia al aluminio descrito. Se localiza en el
cromosoma 4DL y co-segrega con un importante QTL de tolerancia al aluminio (Altgn)
(Riede and Anderson, 1996, Sasaki et al., 2004). Codifica una proteina que se sitla en
la membrana plasmatica (Yamaguchi et al., 2005) y que transporta malato desde el
apice radicular. A pesar de que la expresion del gen es constitutiva, el transporte es

inducido por aluminio (Delhaize et al., 1993b).

En centeno es SCALMTL1 el que controla la secreciéon de malato. Ortélogo del gen de
trigo, se localiza en el cromosoma 7R (Fontecha et al., 2007). Los genotipos sensibles
y tolerantes difieren en el nimero de copias del gen, su nivel de expresién y su
secuencia codificante. Por ejemplo, el genotipo tolerante M39A1-6 posee un cluster
con cinco copias, de las cuales se expresan dos. Mientras tanto, el genotipo sensible
M77A-1 tiene dos copias, de las cuales solamente una se expresa. Asi mismo, parece
que el tipo de splicing sufrido por el mMRNA también afecta a la tolerancia (Collins et al.,
2008).

Los miembros de la familia ALMT no relacionados con la tolerancia al aluminio
codifican también para canales de aniones. No obstante, éstos varian en especificidad
de sustrato y localizacion, y desempefian diferentes funciones. En maiz se han
descrito dos genes, ZmALMT1 (Pifieros et al., 2008) y ZmALMT2 (Ligaba et al., 2012).
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En cebada, HVALMT1 (Gruber et al., 2010) codifica un canal de aniones que facilita el
transporte de aniones organicos encargados de la expansion de las células guarda y la

funcion de los estomas.

Familia MATE (Multidrug and Toxic compound Extrusion)

Las proteinas MATE constituyen una amplia familia presente tanto en procariotas
como en eucariotas. Son transportadores que utilizan gradientes electroquimicos de
iones, como el sodio o protones, para exportar compuestos tan dispares como
metabolitos secundarios o0 xenobidticos. La familia se nombré debido a los miembros
que confieren resistencia a antibidticos en bacterias, expulsando el compuesto de las

células.

Un subgrupo de esta familia en plantas transporta citrato con dos funciones diferentes,
nutricion de hierro y conferir tolerancia al aluminio. En Arabidopsis, FRD3 (Ferric
reductase defective 3) fue el primer gen descrito relacionado con la translocacion de
hierro desde las raices a los tallos mediante la exudacion de citrato en el xilema
(Rogers and Guerinot, 2002; Green and Rogers, 2004). Se han descrito MATEs

relacionados con la tolerancia al aluminio en las siguientes especies:

- Sorgo, SbMATE: Se corresponde con el locus Altsg situado en el cromosoma 3. La
expresion se induce con la exposicion al aluminio y es mas abundante en el apice de
la raiz. SOMATE media la exudacién de citrato activada por aluminio desde el apice

radicular (Magalhaes et al., 2004; Magalhaes et al., 2007).

- Cebada, HVAACT1: Se sitia en el cromosoma 4H y co-localiza con un QTL que
explica el 50% de la variacion fenotipica (Alp). HYAACT1 media la secrecién de citrato
de manera constitutiva, aunque el transporte es activado por el aluminio (Furukawa et
al., 2007).

- Trigo, TaMATEZ1: Situado en el cromosoma 4BL, en un QTL que explica el 49% de la
variacion fenotipica. Su expresion es constitutiva, no inducida por aluminio, en algunos
cultivares brasilefios y portugueses (Ryan et al., 2009; Tovkach et al., 2012; Garcia-
Oliveira et al., 2014).

- Arroz, OsFRDL4: Co-localiza con un QTL en el cromosoma 1. El aluminio induce su
expresion. OsFRDL4 es responsable de la exudacion de citrato activada por aluminio

desde el apice radicular (Yokosho et al., 2011).
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- Centeno, ScCFRDL2: Se induce en presencia de aluminio tanto en el apice como en
raiz basal. La secrecion de citrato se corresponde con el patron de expresion (Yokosho
et al., 2010).

- Maiz:

a) ZmMATEZ1: Situado en el cromosoma 6, co-localiza con un importante QTL
de tolerancia al aluminio. Codifica una proteina transmembrana muy similar a
SbMATE. Su sobreexpresion en Arabidopsis produce una mayor exudacion de
citrato y una mayor tolerancia al aluminio (Maron et al., 2010).

b) ZmMMATE2: Se sitia en el cromosoma 5, y también co-localiza con un
importante QTL de tolerancia al aluminio. Su expresion es muy similar en
genotipos sensibles y tolerantes, y no se induce por aluminio. Parece que no
existe una asociacién entre este gen y la exudacion de citrato (Maron et al.,
2010).

- Judia caupi (Vigna umbellata), VUMATE: Tanto la expresion del gen como la
secrecion de citrato desde el 4pice de la raiz, son inducidos por el aluminio (Yang et
al., 2011).

- Judia comun (Phaseolus vulgaris): Su expresion se induce por aluminio (Eticha et al.,
2010).

- Arabidopsis, AtMATE: Se expresa principalmente en raiz e inducido por aluminio (Liu
et al., 2009).

Las proteinas ALMT y MATE se localizan en la membrana plasmatica, y tanto si su
expresion es constitutiva como si es inducida, los genotipos tolerantes muestran

siempre mayor expresion que los sensibles.

Familia de transportadores ABC (ATP-binding cassette)

Son transportadores de una amplia variedad de compuestos, como lipidos, hormonas,
metales, acidos inorganicos, conjugados de glutation, péptidos, metabolitos
secundarios y xenobiéticos (Verrier et al., 2008). Tipicamente, estos transportadores

poseen los motivos Walker A, Q loop, ABC signature, y Walker B y H.

33



Introduccion

Se han descrito transportadores ABC relacionados con la tolerancia al aluminio en

Arabidopsis y arroz.
- Arabidopsis:

a) ALS3: Caodifica un transportador ABC de tipo medio (half-type). Se expresa
en muchos tejidos, pero principalmente en hidatodos de hoja, floema y cortex
de la raiz, tras el tratamiento con aluminio. ALS3 se localiza en membrana

plasmatica (Larsen et al. 2005).

b) ALS1: Codifica el dominio transmembrana. Se expresa en el apice de la raiz,
hidatodos y tejidos vasculares. Su expresion es constitutiva, no inducida por
aluminio. ALS1 esta presente en la membrana de la vacuola (Larsen et al.,
2007).

A pesar de que el silenciamiento de cualquiera de los dos genes produce
hipersensibilidad al aluminio, su sobreexpresion en Arabidopsis no aumenta la
tolerancia. Se ha sugerido que ambos participan en la redistribucion del

aluminio, desde los tejidos mas sensibles a los menos sensibles.

c) STARL1 (sensitive to aluminum rhizotoxicity gene 1). Codifica el dominio de
unién a ATP. Aungue su expresion no se induce por aluminio, su silenciamiento
produce hipersensibilidad a este cation, por lo que su contribuciéon a la
tolerancia no esta clara. Se localiza en la membrana plasmatica (Huang et al.,
2010).

- Arroz:

a) STARL1: Codifica el dominio de unién a nucleétidos que interactia con el

dominio transmembrana codificado por STAR2 (Huang et al., 2009).

b) STAR2: Es homologo de AtALS3. Codifica el dominio transmembrana de un
transportador ABC de tipo bacteriano. Participa en el transporte de UDP-

glucosa (Huang et al., 2009).

Ambos se expresan en la raiz inducidos por aluminio y su silenciamiento

produce hipersensibilidad a este cation. STARL1 y STAR2 se localizan en
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membranas de vesiculas en el citoplasma. Se cree que participan en
modificaciones de la pared celular que reducen la acumulacién de aluminio y

por tanto los efectos toxicos de éste.

c) OsALS1: Codifica un transportador ABC de medio tamafio (half-size)
miembro del subgrupo de transportadores asociados con procesamiento de
antigenos (TAP). Su expresion se induce en presencia de aluminio. Debido a
qgue su silenciamiento produce mayor acumulacion de aluminio en el nicleo y
en el citosol, y a su localizacién en la membrana de las vacuolas de células de
la raiz, se piensa que participa en la redistribucion intracecular del aluminio,

secuestrandolo en la vacuola (detoxificacion interna) (Huang et al., 2012).

Familia Nramp (natural resistance-associated macrophage protein)

Las proteinas Nramp estan evolutivamente conservadas y estan presentes en
bacterias, algas, plantas y animales. Se tiene constancia de que transportan un amplio
rango de compuestos incluyendo Fe?*, Zn?*, Mn?*, Co?*, Cd?*, Cu?*, Ni*'y Pb?*. Juegan
un papel importante en la homeostasis de iones metalicos; especialmente en la
captacion y reciclaje de hierro en mamiferos, y en la captacibn de manganeso en

levaduras y bacterias.

En cuanto a plantas, en Arabidopsis se han descrito varios Nramp que codifican
transportadores de iones metdlicos divalentes. En arroz, existen siete miembros de
esta familia, pero uno de ellos (Nratl), tiene una baja similitud con el resto, con una

identidad del 36 al 59% a nivel de aminoacidos.

Nratl (Nramp aluminum transporterl) (Xia et al.,, 2010) codifica una proteina
transportadora de aluminio, pero no de otros cationes divalentes ni complejos de
aluminio. Entre los siete miembros Nramp de arroz, es el Unico que muestra este tipo
de transporte. Esta diferencia de sustratos de transporte puede explicarse dada la baja

similitud entre Nratl y las otras proteinas Nramp.

La expresion de Nratl se induce por aluminio y es especifica de la raiz cercana al
apice (excepto la epidermis). El silenciamiento del gen produce sensibilidad al
aluminio, mayor acumulacion de éste en la pared celular, y menor acumulacién dentro

de las células de la raiz.
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Nratl se localiza en la membrana celular de las células radiculares y se piensa que
controla la absorcion intracelular de aluminio, tras lo cual éste se secuestraria en la

vacuola mediante detoxificacion interna (Xia et al., 2010; Xia et al., 2011).

Reguladores de la expresion de genes de tolerancia al aluminio

Factores de transcripcion

En Arabidopsis se describi6 STOP1 (Sensitive To Proton rhizotoxicity 1) (luchi et al.,
2007). Se trata de un gen que codifica un factor de transcripcion dedo de zinc de tipo
Cysz-His,. Este, se localiza en el nucleo y participa tanto en la tolerancia al aluminio
como en la respuesta a pH acido, a pesar de que se sabe que los genes inducidos por
aluminio difieren de los inducidos por toxicidad de protones. La expresion del gen no
se induce por aluminio, por lo que se postula una activacion post-traduccional de la
proteina mediante una o varias fosforilaciones. STOP1 co-regula multiples genes que
posiblemente estan implicados en la tolerancia al aluminio, como AtALS3, AtALMT1 y
AtMATE entre otros (Sawaki et al., 2009). Sin embargo, también se conocen al menos
dos genes de tolerancia, ALS1 y AtSTAR1, independientes de STOPL1.

Hace unos meses, se caracterizd el gen TaSTOP1 en trigo (Garcia-Oliveira et al.,
2013). En esta especie parecen existir tres homedélogos de éste, uno por cada
genomio (A, B y D). Parece haber un predominio de TaSTOP1-A seguido de
TaSTOP1-D y TaSTOP1-B en la raiz, y de TaSTOP1-A en las hojas. A diferencia de

Arabidopsis, el aluminio y el pH acido si parecen modular levemente su expresion.

En arroz se caracteriz6 un homélogo de AtSTOP1, llamado ART1 (Al Resistance
Transcription factor 1) (Yamaiji et al., 2009). Se trata de otro un factor de transcripcion
dedo de zinc de tipo Cys,-His,. Su expresién tampoco es inducida por el aluminio y se
expresa de manera constitutiva en las raices. Regula la expresién de al menos 31
genes de los 48 loci asociados con la tolerancia al aluminio en arroz, implicados tanto
en la detoxificacion interna como en la externa. Entre ellos se encuentran STARI1,
STAR2, Nratl, OsFRDL4 y OsALSL1.

Recientemente, se ha descubierto un regulador negativo del gen ALMT1, el factor de
transcripcion, WRKY46 (Ding et al., 2013). Este, contiene un dominio WRKY, se

expresa en la médula de la raiz y su expresion se inhibe por aluminio. WRKY46 se une
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directamente al promotor de ALMT1 a través de “W-boxes” y es capaz de inhibir su

expresion.

Secuencias reqguladoras que actian en cis

Este tipo de secuencias se han descrito en varias especies y se encuentran dentro de

intrones, asi como en regiones promotoras.

Se sabe que en sorgo la regién codificante del SOMATE es idéntica entre los genotipos
tolerantes y sensibles. Existen polimorfismos en el segundo intrén, asi como un
transposon de tipo MITE (tourist-like Miniature Inverted repeat Transposable Element)
en la region promotora. Suele haber de 1 a 5 elementos, y el nUmero de repeticiones
se correlaciona positivamente con la tolerancia al aluminio (Magalhaes et al., 2007).

En trigo, la region codificante del ALMT también estd conservada entre genotipos
sensibles y tolerantes. Aguas abajo, hay 8 SNPs y un transposon de 160 pb, pero
ninguno de ellos esta correlacionado con la tolerancia al aluminio. Aguas arriba, han
sido descritos ocho alelos diferentes hasta la fecha. Estos, incluyen SNPs y
repeticiones en tandem de varios tamafios. Entre ellos, los bloques de secuencias
repetidas duplicados o triplicados tienen aumentada la expresién, exudan mas malato

y muestran mayor tolerancia al aluminio (Sasaki et al., 2006).

En el caso de TaMATE, la secrecién constitutiva de citrato en varias lineas brasilefias
esta asociada con la insercion de un elemento Sukkula-like de 11,1kb a 25pb del

coddn de inicio de la transcripcién (Tovkach et al., 2013).

En Brachypodium distachyon y B. hybridum se ha encontrado que todos los ecotipos
tolerantes presentan una insercién en la region promotora del gen BAALMT1 a unos
1789 pb del triplete ATG (Contreras et al. 2014).

En arroz se ha encontrado un elemento cis al que se une el factor de transcripcion
ART1. Su secuencia es la siguiente: GGN(T/g/a/C)V(C/A/Q)S(C/G). Se encuentra
presente en la region promotora de 29 de los 31 genes regulados por ARTL,
incluyendo STAR1, STAR2 (posee dos copias), Nratl (posee tres copias) y OsFRDL4
(Tsutsui et al., 2011).

Se ha visto que a 4,6Kb aguas arriba de la region codificante del gen AACT1 de

cebada, hay una insercion de 1023pb. Esta, afiade multiples sitios de inicio de la
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transcripcién, aumentando la expresion en el apice de las raices, lo que produce una
mayor secrecion de citrato inducida por aluminio y mejora la tolerancia al aluminio
(Fuijii et al., 2012). Ademas, la insercidén también altera la localizacion de la expresion.
En su ausencia, la expresion se limita a los haces vasculares, donde la secrecion de
citrato en el xilema participaria en el transporte de hierro a larga distancia. En
presencia de la insercion, la expresion se extiende a los apices radiculares, donde la

exudacioén de citrato confiere tolerancia al aluminio.

Microarrays y aluminio

Los “microarrays” son una herramienta muy poderosa, ya que permiten el andlisis de
miles de genes al mismo tiempo. Anteriormente, este tipo de andlisis se realizaba por
medio de otras herramientas, como por ejemplo, generando librerias de cDNA y

comparando la del tratamiento y la del control (Milla et al., 2002).

Los primeros “microarrays” que estudiaban los cambios de expresion en respuesta a
estrés se hicieron en arroz, Arabidopsis y cebada (Kawasaki et al., 2001; Seki et al.,
2002; Ozturk et al., 2002). Dado que el aluminio afecta a muchos procesos biolégicos,
pronto se vio el potencial de este tipo de estudios con capacidad de evaluacion de
cambios en la expresion génica a nivel global. Los primeros estudios de cambios en
los niveles de expresion en respuesta al aluminio se realizaron en “Near-lsogenic
Lines” de trigo, en maiz y Arabidopsis (Guo et al., 2007; Cangado et al. 2008; Maron et
al., 2008; Kumari et al., 2008). Guo y colaboradores identificaron 28 genes expresados
diferencialmente en dos lineas isogénicas de trigo con distinta tolerancia al aluminio,
entre los que se encontraban transportadores de malato, una B-glucosidasa, lectinas y
una histidina kinasa. El grupo de Maron observd que la expresién de genes que
participan en procesos como la remodelacion de la pared celular, la respuesta a estrés
oxidativo y la deficiencia de fosfato estan regulados diferencialmente en genotipos de
maiz con diferente tolerancia al aluminio. Kumari y sus colaboradores constataron que
el aluminio induce la expresién numerosos genes que codifican proteinas ribosomales,

peptidasas y fosfatasas.

Posteriormente también se han realizado este tipo de andlisis en respuesta al aluminio
en especies como judia comuan, alamo temblon (Populus tremula), soja (Eticha et al.,

2010; Grisel et al., 2010; You et al., 2011). Eticha y colaboradores asociaron la
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induccién de genes MATE al tratamiento con aluminio en judia comun. El grupo de
Grisel vio que los homologos de los genes ALS3 y MATE podrian ser importantes en la
respuesta al aluminio del &lamo temblon. You y sus colaboradores detectaron

homologos de los genes STOP1 vy MATE en su estudio.
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis era encontrar genes de tolerancia al aluminio. Para
ello, se emplearon aproximaciones que pudieran cubrir las fuentes mas probables de

genes candidatos, y se abordaron mediante los siguientes objetivos:

1. Seleccionar genes candidatos para los loci de tolerancia al aluminio situados en los
cromosomas 3R (Alt2) y 6R (Altl) en centeno, comparando el perfil transcriptémico
global en raices de centeno (cv. Imperial), de trigo hexaploide (cv. Chinese Spring) y
de las lineas de adicion trigo-centeno (3R y 6R) en ausencia y presencia de aluminio.

2. Encontrar algun factor de transcripcion que participe en la respuesta al aluminio,
mediante el cribado en un medio de cultivo con aluminio de una coleccion de lineas
transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan cada una un factor de transcripciéon

cuya expresién esta regulada por un promotor inducible por estradiol.

3. Caracterizacion en centeno de genes de las familias ALMT, MATE, ABC y NRAMP,
previamente descritos en otras especies como relacionados con la tolerancia al

aluminio.
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Materiales y métodos

Material vegetal

- Centeno: Se utilizaron los cultivares tolerantes al aluminio Imperial, Ailés, Petkus y
390; el cultivar sensible al aluminio 389 y la linea consanguinea también sensible al

aluminio Riodeva.
- Trigo hexaploide: Se empleé el cultivar Chinese Spring.
- Titicale (cv. Chinese Spring — cv. Imperial).

- Lineas de adicion de trigo-centeno (compuestas de un fondo genético de trigo cv.
Chinese Spring con un par cromosdmico de centeno cv. Imperial): Se usaron las lineas
1R, 2R, 3R, 4R, 5R, 6R y 7R.

- Lineas ditelos6micas de trigo-centeno (compuestas de un fondo genético de trigo cv.
Chinese Spring con un par de brazos cromosémicos de centeno cv. Imperial): Se
trabajé con las lineas 1RS, 1RL, 2RL y 3RS.

- Arabidopsis thaliana: Se utilizaron dos tipos de lineas:

- Transplanta: Pertenecen al proyecto con el mismo nombre
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/transplanta_dev/ ). Se trata de una coleccion de
lineas transgénicas de Arabidopsis, cada una de las cuales sobreexpresa un
factor de transcripcion bajo el control de un promotor inducible por estradiol. Se

estudiaron 208 de estas lineas (Anexo 6).

- Lineas de insercion de T-DNA: Son lineas de Arabidopsis que tienen la
expresion de un gen alterada debido a la insercién de un T-DNA. Proceden de
diferentes colecciones (SALK, SAIL, GABI-Kat). En este trabajo se utilizaron 13
lineas (tabla 1), obtenidas del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)
(Columbus, Ohio, USA) y del Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC,
UK).
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Tabla 1: Listado de lineas de insercion usadas en este trabajo. Se indica el nombre que se les ha dado, el gen de la insercion, la referencia en

la base de datos (ATG), el nombre de la linea, la coleccidén de la que proceden, lugar de la insercion y el apartado de la tesis en que se han

utilizado, asi como el “Probe ID” de los presentes en el “microarray”.

Nombre Gen ATG Linea Coleccion |Insercion| Tema Probe IDs
bHLH51 basic helix-loop-helix 51 AT2G40200 SALK _084837.46.00.x SALK Exo6n Microarray TC312133
TC333223,
CDT1 Cadmium tolerant 1 AT1G52827 GK-426C01-018095 GABI-Kat Exoén Microarray TAfggzgagsgssééz)’
TA74515 4565
Multidrug Resistance
MDR4 Protein AT2G47000 SALK 088311.54.25.x SALK Exoén Microarray ABO055077
1 homolog
HIN1 Harpin Induced Gene AT2G35980 GK-246F07-014441 GABI-Kat | Ex6n |Microarray T AGB5E5 4565
LEA 1 homolog AT2G35460 SALK 106063.21.85.n SALK Exo6n Microarray -
Aqua Aquaporin AT1G73190 GK-395G01-018298 GABI-Kat Exén Microarray TA67357_4565
. . ) . TA54290_ 4565,
ABA ABA-responsive Protein AT5G13200 GK-783H10-025723 GABI-Kat Exon Microarray TA54169 4565 (x2)
Cl4 SALK _030459.49.55.x SALK Promotor | Cribado -
Related to Apetala 2.3 AT3G16770 -
RAP2.3 GK_734E09 GABI-Kat Exo6n Cribado -
JVC4a1 Transm%”i‘nb;‘_r"ze Domain | - 15666160 SAIL_1160_DO03 SAIL | Promotor | Cribado ;
JVC51D Dehydration-Responsive SALK_016495.38.50.x SALK | Promotor | Cribado -
Element Binding Protein AT5G05410
JVC51A 2 SALK 084889 SALK 3'UTR Cribado -
ALMT1 KO ALuminum-activated At1g08430 SALK_009629 SALK Exén | Microarray ;

Malate Transporter




Materiales y métodos

Estas lineas se compararon con la cepa silvestre de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh,
Columbia (Col).

Métodos

Obtencion de lineas homocigotas para las inserciones de T-DNA

Tabla 2: Parejas de cebadores de las regiones flanqueantes al T-DNA en
el extremo derecho (RP) e izquierdo (LP) de cada linea. Las tres ultimas
filas muestran los cebadores especificos del T-DNA de cada coleccion
(SALK, SAIL y GABI-Kat).

Nombre Secuencia 5'-3' Coleccioén
bHLH51-LP CAAATCTAAACCAAAATGCGG SALK
bHLH51-RP ACGACTCAAGCAAGTGGTCTG SALK

CDT1-LP TTGTTGGTAAAATGTCGAGCC GABI-Kat

CDT1-RP TTTGCACGTTTTTCTTGAACC GABI-Kat

MDR4-LP TGAACAAGATTGGTTCTTGGC SALK
MDR4-RP CTTGTTGGCAATTAGCTTTCG SALK

HIN1-LP GGATGGAACTTACTCGCAAAAG GABI-Kat

HIN1-RP CTCCCAAAGGCTACTACCGAC GABI-Kat

LEA-LP GCTCCGAAGGGTATTATCGTC SALK

LEA-RP CGTGCCAATCTACATCTCTCC SALK

Aqua-LP CAAGACTCCACTGCTGGAAAG GABI-Kat

Aqua-RP GTTAAGGCTCACAACAAACGG GABI-Kat

ABA-LP TCCAACTCTTAATCCCAAAGG GABI-Kat

ABA-RP CAGATGATGCGTAGCCTTCTC GABI-Kat

Cl4-LP ATTCTGGTTCAACGAGCACTG SALK

C14-RP GTACATACCTTGGTTGGTGGG SALK
RAP2.3-LP TGCAATCAAAAATAATTAAATGGC GABI-Kat
RAP2.3-RP CCTAATTATACTCCTCCGCCG GABI-Kat
JVCA41-LP TTGCTTCATCATTCATAGCCC SAIL
JVC41-RP GCTTCTATTCTCTGTAAAGACGTGG SAIL
JVC51D-LP ATAAACTGCCATCTCCTTCCC SALK
JVC51D-RP TCACCTCTGCTCGAAGCTAAG SALK
JVC51A-LP TATGTATGGTCCTTTGGCTCG SALK
JVC51A-RP CTGACTCTTGGCTGGTCTTTG SALK
ALMT1-LP GAAATTATTTGGGGAAGCTGC SALK
ALMT1-RP TCTTTACCCATGGGAAAAACC SALK

LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG SALK
LB2 GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA SAIL
LB ATATTGACCATCATACTCATTGC GABI-Kat
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Todas las lineas de insercion de T-DNA se germinaron en placas de medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) al 50% con antibiético. En el caso de las lineas SALK, en
presencia de kanamicina a una concentracion de 0,15 mg por litro; en el de las lineas
GABI-Kat, sulfadiazina a 1ug por litro; y en el de la linea SAIL con BASTA a 25 ng por

litro.

Las plantulas se transplantaron a sustrato universal y vermiculita (proporcién 3:1), y
cuando alcanzaron aproximadamente 3 cm de diametro, se extrajo DNA de una hoja y
se chequed mediante PCR que fueran homocigotas para las inserciones de T-DNA,
con dos mezclas de reaccion para cada linea, una utilizando dos cebadores
especificos de la regién flanqueante al T-DNA y otra con un cebador especifico del
extremo derecho (RP) y un cebador del T-DNA (tabla 2).

Tratamientos pre-germinacion

Todas las semillas de Arabidopsis se esterilizaron durante diez minutos en lejia
comercial diluida al 50% en agua miliQ y se aclararon al menos cinco veces con agua

estéril. Posteriormente, se dejaron tres dias en agua a 4°C en oscuridad.

Las semillas de centeno, trigo, triticale, lineas de adicion y lineas ditelosbmocas se
esterilizaron en lejia comercial diluida al 10% en agua miliQ durante 10 minutos y se
aclararon con agua estéril al menos siete veces. Después, se pusieron sobre papel de
filtro mojado en una placa Petri envuelta en papel de aluminio, que se tuvo 24 horas a

4°C y otras 24 horas a temperatura ambiente.

Condiciones de crecimiento

- Arabidopsis:

Las 208 lineas Transplanta utilizadas para el cribado se sembraron en placas
cuadradas con el medio descrito por Ezaki y colaboradores (2004), compuesto por
medio MS, en el que las sales y las vitaminas Bs estaban diluidas un sexto, sacarosa a
una concentracion de 10 g por litro como fuente de carbono, Plant agar al 1,5% como
agente gelificante y 200 uM de AICl; . Ademas, se afiadioé estradiol a 10 yM como

inductor de la expresion de los factores de transcripcion. En cada placa se sembraban
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unas ocho semillas del mutante y cuatro de Col, y se ponia en vertical en la camara de
cultivo. Las plantulas crecian diez dias a una temperatura de aproximadamente 15°C y

un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Las 109 lineas que mostraban diferencias con Col en el medio de Ezaki fueron
sembradas en el medio descrito por el grupo del Dr. Ryan (2007). Este medio consistia
en KNO; a 1,67 mM, CaCl; a 0,66 mM, MgSO4 a 0,66 mM, KH,PO, a 0,067 mM,
H:BO4 a 7,6 mM, MnCl, a 1,8 mM, ZnSO4 a 0,23 mM, CuCl; a 0,2 mM, FeCls; a 16,67
mM, Plant agar al 1% y 300 uM de AICls. Se tampond a pH 4,8-4,9 con de acido
succinico a 5 mM. También se afiadieron 10 uM de estradiol como inductor de la
expresion de los factores de transcripcion. Los mutantes se volvieron a sembrar junto
con Col y las placas cuadradas se pusieron en vertical en la cAmara de cultivo. Las
plantulas crecian ocho dias a una temperatura de 15°C y un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad.

Las lineas de insercion de T-DNA empleadas para el cribado y el analisis de los genes
del “microarray”, se sembraron en el medio de Ryan, a 0, 400, 500 y 600 uM de AICls.
En este caso no se afadi6 estradiol y las semillas se sembraron en placas de Petri.
Cada placa contenia unas doce semillas del mutante y otras doce de Col, y se
pusieron inclinadas 45° en la camara de cultivo. Las plantulas crecian ocho dias a una
temperatura de aproximadamente 15°C y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad. La linea llamada RAP2.3 con una insercién de T-DNA en el gen del
mismo nombre, se sembré ademas en el medio de Ryan, sin aluminio, a diferentes
pHs (6'5, 6, 5'5, 5y 4'5).

- Cereales:

Las semillas de centeno, trigo, triticale, lineas de adicion y lineas ditelosémocas
germinadas, se trasladaron a cultivo hidroponico sobre flotadores con una malla de
polietileno, bajo luz incandescente ciclica a 12 W/m? con un fotoperiodo de 16h de luz
y 8h de oscuridad en condiciones de aireacion permanentes. La camara de cultivo se
mantuvo a 25°C. Las plantulas fueron cultivadas cinco dias en el medio de Aniol, 1981
con las modificaciones de Gallego y Benito, 1997. La solucion nutritiva se componia de
CaCl; 0,4 mM, KNOs 0,65 mM, MgCl>6H.0 0,25 mM, (NH4)2SO. 0,01 mM y NH4NOs

0,04 mM a pH = 4,0 +0,1. Esta solucion fue sustituida diariamente. Después de cuatro
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dias de crecimiento, las plantulas fueron expuestas a la misma solucién nutritiva mas
200 uM de AICI; durante 24 horas.

Andlisis fenotipico de la tolerancia al aluminio

Las plantas crecidas en el medio de Ezaki, durante diez dias, en posicion vertical, se
clasificaron visualmente en comparacion a Col en cinco categorias a las que se les
asigno el siguiente cédigo numérico atendiendo a la longitud de la raiz principal: Mas
largo (+2), Ligeramente més largo (+1), Sin diferencias (0), Ligeramente mas corto (-
1), y Més corto (-2). Los experimentos se repitieron tres veces y el tamafio muestral
era de unas 16 plantulas de cada mutante.

Se utilizé el programa Image J para medir el crecimiento de la raiz principal de las
plantulas crecidas en el medio de Ryan, tras ocho dias creciendo en placas Petri
inclinadas 45°, tanto a diferentes concentraciones de aluminio como a diferentes pHs.
Se repitieron los experimentos dos veces y cada mutante conté con un tamafo

muestral de 24 plantulas por tratamiento.

Los resultados obtenidos mediante Image J fueron analizados con el programa SPSS.
Se compararon las medias de longitud de la raiz principal y las de proporcién de
crecimiento de la raiz a diferentes concentraciones de aluminio con respecto a su
ausencia, de cada una de las lineas con la de Col. Para ello se utilizd el test
estadistico t de Student. La comparacion entre las medias de longitud de la raiz
principal y las proporciones de crecimiento a diferentes pHs con respecto a pH 6,5

entre las lineas RAP 2.3 y Col también se realiz6 de la misma manera.

Andlisis molecular

- Extraccion de DNA gendémico

Se obtuvo DNA gendmico a partir de Arabidopsis y centeno. La homogenizacién del
tejido se realizd en un homogeneizador “TissueLyser II” (Qiagen) con las cuentas de
acero “Stainless Steel Beads” de 5 mm (Qiagen) en el caso de centeno y con bolitas
de vidrio (Izasa) en el de Arabidopsis. La extraccion se llevo a cabo con el kit “DNeasy

Plant Mini Kit” (Qiagen) en ambos casos, siguiendo las instrucciones del fabricante. La
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calidad y concentracion del DNA total se cuantific6 mediante NanoDrop ND-1000

(Termo Scientific).

- Amplificacién por PCR

La amplificacion de secuencias por PCR se ha realizado con tres fines, principalmente.
En primer lugar, secuenciar los genes elegidos como candidatos del analisis del
“microarray”. Para ello, se alinearon las secuencias de nucle6tidos de las sondas de
trigo del “microarray” con secuencias homoélogas de cebada, Brachypodium, maiz y
arroz, y se disefiaron cebadores en las regiones mas conservadas de los seis
candidatos (tabla 3).

Tabla 3: Parejas de cebadores para amplificar los genes candidatos del
“microarray”. Para cada uno se muestra el cebador directo (Fw) y el
reverso (Rv).

Nombre Secuencia 5'-3' Tm (°C)
ScCadmium-106-array-Fw | GGAGAAGGGCTGCATCTACG 57,7
ScCadmium-106-array-Rv | TTAGTTGCAGCAGCAGCAGA 57,2

ScHarpin-221-array-Fw CTCTACTACGACCGCGTCGA 58,2
ScHarpin-221-array-Rv CGGAGCTTGGCGTTGAGCTT 60,8

ScABA-216-array-Fw TCTACCTCACCAACCTGAACGT 57,8
ScABA-216-array-Rv TGACGAAGCCCATGAACCAGAA 58,8
ScMulti-218-array-Fw GGGTGCACAAGGTTATGCTCAA 58
ScMulti-218-array-Rv CAAGCCCTCCAACGATTCCACT 59,6
ScAqua-235-array-Fw GTCAACCCGGCCATCACCTT 60,3
ScAqua-235-array-Rv TCGCGTAGTAGGCGTACATGAG 58,3
ScbHLH-116-array-Fw ATGGACAAGGCCACCTTGTTAG 57,3
ScbHLH-116-array-Rv TCGTTAGCCTCCGGAGGGAT 60,1

En segundo lugar, verificar que las lineas de Arabidopsis eran homocigotas para las
inserciones de T-DNA, para lo cual se emplearon los cebadores ya descritos en la
tabla 2.
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Y en tercer lugar, para la caracterizacion de los genes de las familias ALMT, MATE,
ABC y NRAMP. En el caso de la familia ALMT, los cebadores se disefiaron a partir de
secuencias de arroz descritas por Delhaize y sus colaboradores (2007). Para las otras
tres familias, los cebadores se disefiaron basandose en secuencias homdlogas de
Brachypodium y/o arroz (tabla 4).

Tabla 4: Parejas de cebadores para amplificar los genes de las
familias ALMT, MATE, ABC y NRAMP. Para cada uno se muestra el

cebador directo (Fw) y el reverso (Rv).

Nombre Secuencia 5'-3' Tm (°C)
ScALMT2-1F ATGGAGGTTGATCACCGCATCAG 66,16
ScALMT2-1R TTATCTGCTCGGAATGTTGATAGC 60,4

ScALMT2 loc-1F | TACTCTGGTGTCCGTCCTCTACTA 57,97
ScALMT2_loc-1R | GCCACCAGCGTCGCGAAGGCTCTA| 74,46
ScALMT3-1U ATGGAGATGGCCCCGGCGACGAG 76,1
ScALMT3-1R TCAGGTCTTCGCGTCCGCTGATC 70,57

SCALMT4-1F CTGAGATCTTAGATGCCACAAA 52,4
SCALMT4-1R TACTTTCAAGTGCACGCATCCT 56,9
ScALMT4_loc-1F ACCAAGCTGCAGAGTTATTGCG 67,4
ScALMT4 loc-1R GACAACCCTGGAGGTTTTTAGT 62
SCALMT5-1F AGGTTTCAATAGGGGATTAGGA 52,9
SCALMT5-1R TGACAGCAGCACCAAGAGCAAT 59,6
SCALMTG6-1F GCACACTATGCAAGCTGGGAGC 61
SCALMT6-1R GTGCTTCAGAGAACTCAAGGCT 57,1
SCMATE2-1F TACTTGGTGGGGTACTTGGTC 57,35
SCcMATE2-1R TGCCAACCAGATCTGCAAGC 63,2
ScMATEZ2_loc-1F GCCATACTCCTATGTAGACTAA 54,3
ScMATEZ2_loc-1R GAATGCAGCCATTTGAGTTGA 65

ScSTARI1-1F GTGGCCCTGGCCCGCACCCTCG 79,38
ScSTARI1-1R TCAGCTGCTGAGCTCCAGGAAG 65,18

ScSTAR2-1F ATCGGCTTCGTGCTCCACTTC 69,8
ScSTAR2-1R CGCCCATGATGAGCCCCGTCA 78,4
ScNRAMP1-1F ATCATAGCAGCGTTCATGTTCA 64,4

SCcNRAMP1-1R GAGCTTGATCTCCCCAGAACATT 66,5

En cuanto a las condiciones generales de la reaccion, la mezcla de reaccion se realizé
en un volumen de 20 pl, con 30 ng/ul de gDNA o cDNA, 1x de tampdn de reaccion
(Tris-HCI 100 mM pH 8.3, KCI 100 mM, MgCl> 2 mM), 100 [TM de cada dNTP, 10

pmoles de cada cebador, y 2,5 U de Taq polimerasa (Biotools). Las reacciones se
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llevaron a cabo en dos termocicladores: PTC-100 (MJ Research) y G-Storm | (Gene

Technologies Ltd). El programa de amplificacién fue:

94°C 4min
94°C 1min
En funcion de los cebadores 1min ¢ 35 ciclos
72°C 2min
72°C 7min

Los resultados se analizaron en geles de agarosa al 1% en TAE (40 mM Tris-acetato,
1mM EDTA), teflido con Sybr green. El tamafio de los productos de amplificacion se
calculé mediante comparacion con los marcadores de peso molecular “1 Kbp Ladder”
y “100 bp Ladder” (Biotools).

- Clonaje y secuenciacion

Los productos de PCR que presentaban un tamafio parecido al esperado, fueron
recuperados del gel de agarosa mediante extraccion fisica y posteriormente
purificados con “FavorPrep GEL/PCR Purification Mini Kit” (Favorgen Biotech). Dichos
fragmentos de DNA fueron enviados a secuenciar directamente o clonados en un
plasmido vector mediante “TOPO TA Cloning kit” (Invitogen) segun las

especificaciones del fabricante.

En el caso de las secuencias clonadas, las colonias de bacterias que contenian el
inserto de DNA eran facilmente identificables por el color blanco que producian en el
medio de cultivo LBA (LB + Amplicilina) con 40 pL de X-gal 20 mg/mL. Para
asegurarnos de que las colonias blancas contuvieran el inserto adecuado, se realizé
una PCR con las condiciones, variables y cebadores M13 incluidos en el kit de
clonacion. Las colonias seleccionadas fueron cultivadas en medio LBA liquido durante
18 horas a 37°C en agitacion constante a 200 rpm. Los plasmidos fueron recuperados

de los cultivos mediante purificacion con “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche).
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La secuenciacion directa de los productos de PCR o de los obtenidos mediante
clonacién fueron realizadas por la empresa Secugen S.L. en un secuenciador
automatico ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems).

- Extraccion de RNA
- Arabidopsis:

Se utilizd el kit “EZNA Plant RNA Kit” (Omega Bio-tek), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, para extraer RNA de raiz de las lineas
JVC51A, JVC51D y Col, crecidas ocho dias en presencia (300 uM) y ausencia
de aluminio. Se hicieron tres réplicas de cada linea, con unas doce plantas
cada una. El material vegetal se recogio en tubos Eppendorf de 1,5 ml y se
congel6 en nitrégeno liquido. La homogenizacion del tejido se realiz6 en un
homogeneizador “TissuelLyser II” (Qiagen) con bolitas de vidrio (Izasa). Para
eliminar la contaminacién con DNA, las muestras se sometieron a un
tratamiento con DNAsa libre de RNAsa (Invitrogen), al final de la extraccién. La
concentracion de RNA total se cuantific6 mediante NanoDrop ND-1000 (Termo
Scientific).

- Cereales:

Se extrajo RNA de raices de trigo, de las lineas de adicién trigo-centeno 3R y
6R, y de los cultivares de centeno Imperial, Ailés, Riodeva, 389 y 390. Se
hicieron tres réplicas de cada genotipo y tratamiento. Cada réplica se componia
de nueve apices de raiz, de un cm de largo. Las muestras se recogieron en
tubos Eppendorf de 2 ml y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido.
La homogenizacion del tejido se realizé en un homogeneizador “TissueLyser II”
(Qiagen) con las cuentas de acero “Stainless Steel Beads” de 5 mm (Qiagen).
Para la extraccion se utiliz6 el reactivo Trizol (Invitrogen) seguido de una
extraccion con el kit “EZNA Plant RNA Kit” (Omega Bio-tek). Finalmente, se
realizé un tratamiento con DNAsa libre de RNAsa (Invitrogen), para eliminar
cualquier rastro de DNA gendmico. Se us6 NanoDrop ND-1000 (Termo

Scientific) para medir la concentracién de RNA total.
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- Transcripcién inversa

Se sintetizé cDNA a partir de RNA de Arabidopsis y centeno. La retrotranscripcion se
realizé con el kit “GoScript Reverse Transcription System” (Promega) a partir de 1 ug
de RNA total, cebador oligo dT y con el siguiente programa: 25°C durante 5 min, 42°C
durante 60 min y 70°C durante 5 min, de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante.

- Andlisis transcripcional
- A nivel genémico:

Con la intencién de encontrar nuevos genes candidatos para los loci de
tolerancia situados en los cromosomas 3R (alt2) y 6R (altl) en centeno, se
realizé un analisis de la expresion génica utilizando el “microarray” de trigo de
dos colores de Agilent 4x44K (Design ID 022297).

Se empled el RNA extraido de raices de plantulas de trigo, de las lineas de
adicion 3R y 6R, y del cultivar de centeno Imperial, crecidas en el medio de
Aniol, 1981 con las modificaciones de Gallego y Benito, 1997, durante 5 dias,
en ausencia o presencia de 200 uM de AICI; durante 24 horas. Se utilizaron

tres réplicas biolégicas de cada genotipo y tratamiento.

La amplificacion del cDNA a partir de 7,5 pg de RNA total, marcado con los
fluoroforos Cy3 y Cy5, hibridacion, cuantificacion y analisis fue realizado por la

Unidad de Genomica del CNB (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid).

El “microarray” contenia unas 43.800 sondas representativas de genes de trigo.
Para el analisis de los resultados se establecio un filtro de fiabilidad consistente
en un False Discovery Rate (FDR) inferior al 0,05 mediante un paquete
bioconductor llamado RankProd, el cual permite detectar genes expresados
diferencialmente bajo dos condiciones experimentales distintas (Hong et al.,
2006). FDR, a su vez, es un método estadistico utilizado para corregir
comparaciones multiples, controlando la proporcion esperada de hipétesis

nulas rechazadas incorrectamente. Inicialmente establecimos umbrales “=5.0
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fold-change” para los genes inducidos y “<-5.0 fold-change” para los genes
reprimidos. El “fold change” es una medida de las diferencias de expresion en
logaritmo con base dos. Por lo tanto, un “fold-change” =5 es equivalente a una
diferencia de expresion 22° o sea, 232. La anotacion de los genes, el andlisis
de su ontologia, la prediccion de dominios proteicos, funcion y localizacion
subcelular se realiz6 mediante herramientas bioinformaticas (ver seccion

“Analisis in silico”).

- A nivel génico:

La cuantificacion de los diferentes transcritos se hizo mediante gRT-PCR o
PCR semi-cuantitativa, en funcion de cada caso.

Tabla 5: Cebadores usados para la cuantificacion de transcritos. Para cada uno

se muestra el cebador directo (Fw) y el reverso (Rv).

Nombre Secuencia 5'-3' Tm (°C)
ScCadmium-new-69-array-Fw | AGAAGGGCTGCATCTACGCA 64,29
ScCadmium-new-69-array-Rv | GCACTCACAGGTCTCGTAGCA 64,61

ScHarpin-new-90-array-Fw CCTTCTTCCAGGGCCACCA 64,36
ScHarpin-new-90-array-Rv. | AGGTTGGACTGGGTAACATCCC | 64,25
ScABA-new-91-array-Fw ATCATGATCCCGCTGGCCA 64,6
ScABA-new-91-array-Rv TCGACGGTGACGATGTGGA 63,68

ScMulti-new-111-array-Fw TCAAGTTGCAACTGATGCTGTC 62,15
ScMulti-new-111-array-Rv TCCCTGTTTCCTTAAAGCTTCAC| 61,27
ScAqua-new-148-array-Fw CTCTTCTACTGGGTCGCGCA 64,55

ScAgua-new-148-array-Rv AACGTCATCACCGCCTCCA 64,33
ScbHLH-new-85-array-Fw GTGGTGAGCCAAGTGAAGGA 62,55
ScbHLH-new-85-array-Rv TTAGCCTCCGGAGGGATGG 63,27
ScGAPDH-Fw GTGAGGCTGGTGCTGATTACG 61,56
ScGAPDH-Rv TGGTGCAGCTAGCATTTGAGAC | 61,28

- gRT-PCR:

El ensayo de gRT-PCR se llevo a cabo con el kit “iQ Sybr Green
Supermix” (Bio-Rad) en el sistema Bio-Rad CFX. Se utiliz6 cDNA de los
genotipos 389 y 390 de centeno, cultivados en ausencia y presencia
(200 uM) de aluminio. Se anadi6 1yl de muestra a 6,25 ng/pl por pocillo.

Se hicieron tres réplicas biolégicas y tres experimentales. Los
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cebadores utilizados para el andlisis se disefiaron a partir de fragmentos
génicos de centeno secuenciados (tabla 5). Los niveles de expresion
relativa fueron normalizados mediante la expresién del gen constitutivo
GAPDH. Los resultados fueron analizados con el programa BioRad CFX

Manager.

- PCR semi-cuantitativa:
- Arabidopsis:

Se usaron 10 pl de cDNA a 15 ng/ul de las lineas JVC51A,
JVC51D y Col, crecidas en presencia (300 yM) y ausencia de
aluminio. Se utilizé la polimerasa de DNA “Jumpstart Redtaq”
(Sigma-Aldrich) siguiendo las recomendaciones del fabricante y
cada reaccion de PCR tuvo un volumen final de 50 pl. El
programa de amplificacion fue: 94°C durante 2 min; cuarenta
ciclos de 94°C durante 30 s, 55°C 30 s y 72°C 1min; y un paso
final de 72°C durante 5 min. Se cogieron 10 ul de cada muestra
cada 5 ciclos a partir del ciclo 20. Los cebadores empleados
fueron disefiados en exones, alineando cDNA y gDNA del gen
JVC51 (tabla 6).

- Centeno:

Se utilizaron 3 yl de cDNA a 170 ng/ul del cultivar de centeno
Imperial, crecido en presencia (200 uM) y ausencia de aluminio.
Se utiliz6 la polimerasa de DNA “Jumpstart Redtaq” (Sigma-
Aldrich) siguiendo las recomendaciones del fabricante y cada
reaccion de PCR tuvo un volumen final de 30 pl. El programa de
amplificacion fue: 94°C durante 2 min; cuarenta ciclos de 94°C
durante 30 s, 60°C 30 s y 72°C 1min; y un paso final de 72°C
durante 5 min. Se cogieron 10 ul de cada muestra en los ciclos
25, 30 y 40. Los cebadores empleados fueron disefiados a partir

de fragmentos secuenciados de los genes MATE2 y STAR1 en
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centeno (tabla 6). Se usd la expresion del gen constitutivo

GAPDH como referencia.

Tabla 6: Cebadores utilizados en el andlisis de expresion de los
genes JVC51, MATE2 y STARL1. Se muestran el cebador directo
(Fw) y el reverso (Rv).

Nombre Secuencia 5'-3' Tm (°C)
JVC51expFW TGGCAGTTTATGATCAGAGTGG 59,69
JVC5lexpRV CTCAGCCACAGTAGTACCGT 60,46

SCMATE2-exp-1R | AACTGTGGCTGGAGATGCAAT 60
ScMATE2-exp-1F | GTGTTACACAGCATGTTGCGG 60

ScSTAR1-exp-1F | GTGGCCCTGGCCCGCACCCTCG | 79,38
ScSTAR1-exp-1R | TCAGCTGCTGAGCTCCAGGAAG | 65,18
ScGAPDH-Fw GTGAGGCTGGTGCTGATTACG 61,56
ScGAPDH-Rv TGGTGCAGCTAGCATTTGAGAC | 61,28

Los fragmentos de DNA amplificados se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE (40 mM Tris-acetato,
1mM EDTA), tefiido con Sybr green. Se tomé como referencia de
tamafio los marcadores de peso molecular “1 Kbp Ladder” y “100 bp
Ladder” (Biotools).

Andlisis in silico

- Andlisis de secuencias

Las secuencias de DNA obtenidas fueron editadas en primer lugar con el programa
Chromas Pro 1.5 (Technelysium Pty, Ltd). Para confirmar la identidad de las
secuencias, asi como para comparar las secuencias entre si se utilizé la aplicacion
Blast del NCBI. Para elaborar arboles filogenéticos a partir de las secuencias

obtenidas y de otras ya descritas se utilizé el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
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- Homélogos de centeno en Arabidopsis

Para buscar los homoélogos de los genes candidatos del “microarray” en Arabidopsis
(tabla 1) se utiliz6 el algoritmo tBlastn, buscando una secuencia de nucledtidos a partir
de las secuencias de fragmentos de proteina deducidas de nucledétidos de las sondas
de trigo del “microarray”. Para corroborar los resultados, se hizo un BlastP de los
fragmentos de proteina deducidos en Arabidopsis. Se dieron por buenos los casos en
gue la secuencia de nucleoétidios y la proteina se correspondian con el mismo gen.
Debido a que “Harpin” no tenia un homélogo claro, se escogieron dos lineas de
insercion de T-DNA (tabla 1).

- Genes descritos relacionados con el aluminio en el “microarray”

Con el objetivo de encontrar genes asociados al aluminio, previamente descritos, en el
“microarray”, en primer lugar se hizo un Blast en el DFCI y el TIGR, se anoté la

correspondiente referencia (ID) (tabla 7) y ésta se buscé entre los IDs del “microarray”.

Tabla 7: Nombre y referencia (ID) en las
bases de datos del DFCI y el TIGR de
los genes descritos previamente en

relacién al aluminio.

Nombre ID TIGR ID DFCI
ALMT1 CA638049 TC397445
ALMT2 | TA98382_4565 | TC368653
ALMT3 | TA98382_4565 | TC368653
ALMT4 CD922475 TC447914
ALMTS | TA106914 4565 | TC425580
ALMT6 | TA43897 4513 | TC374131
MATE1 | TA97897_4565 | TC409236
MATE2 CK194607 TC449127
STAR1 | TA89332_4565 | TC446517
STAR2 CK162881 -
NRAMP BES587193 -
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- Resumen de los programas utilizados
Alo largo de esta tesis se han utilizado los siguientes programas:

- AmiGO. Asignar funcion y localizaciéon subcelular a los genes del “microarray”
(http://amigo.geneontology.org/cgi-

bin/famigo/search.cgi?action=advanced_query&session_id=) (Carbon et al., 2009).

- Arabidopsis eFP Browser. Mirar el patron de expresion de los homélogos de los
genes candidatos del “microarray” (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi)
(Winter et al., 2007).

- Blast (DFCI). Asignar una referencia del TaGl a los genes descritos relacionados con
la tolerancia al aluminio (http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi)
(Gish, 1993).

- Blast (NCBI). Anotar e identificar dominios proteicos de genes del “microarray”, e
identificar sus homologos en Arabidopsis (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
(Zhang et al., 2000).

- Blast (TIGR). Asignar una referencia del TIGR a los genes descritos relacionados
con la tolerancia al aluminio (http://blast.jcvi.org/euk-blast/plantta_blast.cgi) (Yuan et
al., 1998).

- Clustal Omega. Alineamiento de secuencias de nucledtidos o proteinas

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al. 2011).
- ChromasPro 1.5. Editar secuencias de DNA.

- Conserved Orthologs in Plants (Arabidopsis Single Copy Genes). Comprobar
qgue los homologos de los genes candidatos del “microarray” en Arabidopsis son de

copia Unica (http://cgpdb.ucdavis.edu/COS_ Arabidopsis/).

- ENA (EBI). Asignar el “Gene Ontology” a los genes del “microarray”
(http://www.ebi.ac.uk/ena/about/about) (Goujon et al., 2010).

- EXPASYy. Predecir dominios proteicos de los genes candidatos del “microarray”

(http://lwww.expasy.org/) (Artimo et al., 2012).
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- GEO Profiles (NCBI). Mirar patrén de expresion de los homoélogos de los genes
candidatos del “microarray” en Arabidopsis bajo distintos  estreses

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/geoprofiles).

- InterProScan. Predecir dominios proteicos de los genes candidatos del “microarray”

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfal/iprscan/) (Zdobnov and Apweiler, 2001).
- MEGA 4.0. Construccién de arboles filogenéticos (Tamura et al., 2007).

- Multiexperiment Viewer. Representar la expresiéon de los genes candidatos del

“microarray” (Saeed et al., 2003).

- SOSUI. Predecir la topologia y regiones transmembrana de los productos de los
genes candidatos del “microarray” (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) (Hirokawa et
al., 1998).

- TargetP1l.1. Predecir la localizacion subcelular de los productos de los genes
candidatos del “microarray” (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Nielsen et al.,
1997).

- TMHMM. Predecir la topologia y regiones transmembrana de los productos de los
genes candidatos del “microarray” (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) (Krogh et
al., 2001).

- TMpred. Predecir la topologia y regiones transmembrana de los productos de los
genes candidatos del “microarray” (http://www.ch.embnet.org/software/
TMPRED_form.html) (Hofmann and Stoffel, 1993).
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La finalidad de este trabajo era la identificacion y posterior caracterizacion de genes
relacionados con la tolerancia al aluminio en centeno. Se emplearon tres enfoques

diferentes para la obtencion de genes candidatos:
- Analisis transcriptémico en centeno utilizando un “microarray” de trigo.

- Cribado de una coleccion de lineas transgénicas mutantes para diferentes factores

de transcripcion (del Proyecto Transplanta) en medio de cultivo con aluminio.

- Identificacion y caracterizacion en centeno de genes previamente descritos en otras

especies como relacionados con la tolerancia al aluminio.

Analisis de la expresion génica en centeno

Hasta la fecha se han descrito cinco loci de tolerancia al aluminio en centeno: Altl,
Alt2, Alt3, en los brazos cortos de los cromosomas 6 y 3, y en el brazo largo del 4,
respectivamente (Aniol et al., 1984); Alt4 en el brazo corto del cromosoma 7 (Matos,
2005); y Qais, también en el brazo corto del cromosoma 7 (Silva-Navas et al., 2012).
Sin embargo, solamente a Alt4 y a Qaws Sse les ha asignado un gen, SCALMT1
(Fontecha et al., 2007, Collins et al., 2008) y SCMATEL1 (Silva-Navas et al., 2012),

respectivamente.

Con la intencion de seleccionar genes candidatos para los loci de tolerancia al
aluminio situados en los cromosomas 3R (Alt2) y 6R (Altl) en centeno, se realizd un
analisis de la expresion génica utilizando el “microarray” de trigo de dos colores de
Agilent 4x44K (Design ID 022297), que contiene unas 43.800 sondas representativas
de genes de trigo. En un “microarray” de dos colores, los cDNAs de dos tratamientos
compiten por las mismas sondas. En este caso, se estudio el perfil transcriptémico
global en raices de centeno (cv. Imperial), de trigo hexaploide (cv. Chinese Spring) y
de las lineas de adicion trigo-centeno (3R y 6R) en ausencia y presencia de aluminio
(plantas tratadas 24h a una concentracion de 200 uM). De esta forma, pudo verse
qué sondas hibridaban mas o menos, debido al tratamiento con aluminio, con los
cDNAs de cada genotipo. Y asi, analizar qué genes se inducian o reprimian sélo en

3R 0 6R en los distintos genotipos.
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Figura 9: Diagramas de Venn de comparacion mdltiple de
genes inducidos (A) y reprimidos (B) en presencia de
aluminio. Cada cuadrado representa los genes expresados
con una diferencia de 5 fold respecto al control sin aluminio
en un genotipo (Imperial, rojo; 3R, amarillo; 6R, verde; y
Chinese Spring, azul). Los solapamientos indican genes en
comun entre diferentes genotipos.
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Se reconocieron como resultados significativos aquellos que presentaban un FDR
(RankProd) < 0,05. Inicialmente establecimos umbrales “=5.0 fold-change” para los
genes inducidos y “<-5.0 fold-change” para los genes reprimidos. Un “fold-change” =25
es equivalente a una diferencia de expresion 225, o sea, 232. Con este criterio, en
presencia de aluminio se identificaron 17 genes en Imperial, 177 en 3R, 325 en 6R y
329 en Chinese Spring (figura 9 A). Del mismo modo, el nimero de genes reprimidos
fue 6 en Imperial, 53 en 3R, 269 en 6R y 265 en Chinese Spring (figura 9 B).

Estos genes fueron anotados mediante los programas BlastN y BlastX (The Basic
Local Alignment Search Tool, del National Center for Biotechnology Information) para
buscar secuencias de nucle6tidos o protéicas, respectivamente, a partir de las
secuencias de nucledtidos de las sondas de trigo del “microarray”. También se

apunté la referencia del gen mas parecido de arroz.

Para encontrar candidatos para los loci Alt2 y Altl, se buscaron genes inducidos o
reprimidos de manera comun en Imperial y 3R, 6R 0 ambos. No habia ningin gen
entre los reprimidos que cumpliera esos requisitos. Tampoco habia ninguno inducido
en comun entre Imperial y 3R. Los dos genes inducidos comunes entre Imperial y 6R
resultaron ser: una secuencia de mRNA de trigo de una biblioteca de cDNA no
publicada de Ogihara; y un precursor de Wheatwin-2 de trigo, una proteina
relacionada con patogénesis. El Unico gen inducido en comun entre Imperial, 3R y
6R, mostré una dentidad del 89% con una cobertura de secuencia del 78% con una
secuencia similar a glucan endo-1,3-beta-glucosidasa 3 de Brachypodium

distachyon.

A la vista de que estos genes no se ajustaban al tipo de genes candidatos con
funciones relacionadas con la tolerancia al aluminio, se restringié la bldsqueda a
genes inducidos y reprimidos con un “fold-change” 210 y <-10, respectivamente; para
asi, reducir el numero de candidatos (Anexo 1 y 2). De esta manera, los genes
inducidos en presencia de aluminio fueron 1 en Imperial, 27 en 3R, 76 en 6R y 59 en
Chinese Spring (figura 10 A), mientras que los reprimidos fueron 1 en Imperial, 15 en
3R, 93 en 6R y 77 en Chinese Spring (figura 10 B).

69



Resultados

16

32 1
10

23 11 5

59 1
21 1

Figura 10: Diagramas de Venn de genes inducidos (A) y

reprimidos (B) en presencia de aluminio. Cada circulo

representa los genes expresados con una diferencia de 10

fold respecto al control sin aluminio en un genaotipo (Im, 3R,

6R y CS). Los solapamientos indican genes en comun

entre diferentes genotipos.

El gen inducido por aluminio con un “fold-change” >10 en Imperial (figura 10 A) se

correspondia con un mRNA de la libreria de trigo FGAS con una identidad del 89%

con una glicosiltransferasa (gen 1a) de trigo, aunque con una cobertura de solo el
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32%. Tenia un fold de 16,23 en Imperial, mientras que en 3R, 6R y Chinese Spring
era <3. Sin embrargo, no se tuvo en cuenta para subsiguientes analisis porque su
FDR (RankProd) > 0,05. El gen reprimido en Imperial (figura 10 B) con un fold de -
19,44 y un fold >1 en 3R, 6R y Chinese Spring, mostré una dentidad del 87% y una
cobertura de secuencia del 85% con una secuencia similar a monodehidroascorbato
reductasa de Brachypodium distachyon. Al igual que en el caso anterior, resultd no
ser significativo en estos tres altimos genotipos, por lo que tampoco se tuvo en

cuenta.

Habiendo descartado todos los candidatos de Imperial, se decidi6 cambiar el enfoque
y elegir los candidatos que pudieran estar relacionados con la tolerancia al aluminio,
basandonos en su funcién putativa o supuesta localizacién subcelular. Para ello, se
busco su correspondiente nimero de Gene Ontology. Sin embargo, sélo a 32 de los
199 genes (16%) con un “fold-change” 210 y <-10 se les pudo asignar uno, por lo que
la funcién de cada uno de los 199 genes se decidié analizandolos uno a uno (figura
11).

El 43,6% de los genes reprimidos resultaron ser oxidoreductasas (respuesta a estrés
oxidativo), de las cuales la mayoria eran peroxidasas (40/44). Las siguientes
categorias reprimidas fueron la elasticidad de la pared celular, las B-glucosidasas, las
hidrolasas y la inhibicion de proteasas (con dominio de unién a lipidos), todas ellas
con algun grado de relacién con la pared celular. También estaban reprimidos
algunos genes de transporte, lipasas y genes de delineacion celular, estos ultimos
relacionados con el desarrollo de células corticales y que participan, seguramente, en

algun aspecto del transporte de moléculas desde la vasculatura.

En cuanto a los genes inducidos, la mayoria estaban relacionados con la respuesta a
patégenos; algunos, con la respuesta a estrés ambiental; y muchos eran
transferasas, principalmente glicosil-transferasas (9/10). Bastantes genes estaban
relacionados con la respuesta a estrés oxidativo, entre los cuales las
oxidorreductasas eran las mas abundantes, seguidas de las glutation-S-transferasas.
También habia inducidas proteasas y Fosfo-enol-piruvato carboxikinasas
(relacionadas con el ciclo de los acidos tricarboxilicos), asi como inhibidores de
proteasas, en concreto, endopeptidasas. Estos resultados son similares a los

obtenidos en otros estudios de tolerancia al aluminio en trigo (Houde et al., 2008).
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A pesar de que bastantes genes no estaban descritos y su funcion era desconocida,
muchas de las secuencias estaban presentes en otros estudios de expresion en
respuesta a aluminio (Houde et al.,, 2008) y/u otros estreses (Allard et al., 2003;
Mochida et al., 2006; Manickavelu et al., 2012), asi como en patentes (Abiotic stress
responsive polynucleotides and polypeptides, EP1925672 Al) y proyectos (The
structure and function of the expressed portion of the wheat genomes - Aluminum-
stressed root tip cDNA library) (tabla 8). En algunos casos, la secuencia estaba

presente en mas de un estudio.

Funcion

Respuesta Estrés Oxidativo
Elasticidad de Pared Celular
B-glucosidasa

Hidrolasa

Delineacion celular

Lipasa

Metabolismo de la vacuola
Isomerasa

Sintesis Flavonoides
Vernalizacion

Aclimatacion frio

Transporte

Donador de electrones
Kinasa

Regulacion de la transcripcidn
Transporte de vesiculas
Proliferacion celular
Turgencia

Proteina estructural (Pared celular)
Represion Defensa

Inhibicion de Proteasas

Ciclo de acidos Tricarboxilicos
Proteasa

Respuesta estrés abidtico
Transferasa

Respuesta estrés bidtico
Desconocido

50 40 30 20 10 o 10 20 30 40

H Reprimidos ® Inducidos

Figura 11: Distribucion del nimero de genes inducidos (naranja) y reprimidos (azul)
en las diferentes categorias funcionales. El nimero total de genes inducidos era 98 y
el de reprimidos 101.
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Tabla 8: Listado de “Probe IDs” del “microarray” presentes en otros estudios. Se

muestran el tipo de estudio y los “Probe IDs” presentes en cada uno de ellos. Notese

que algunos “Probe IDs” estan presentes en varios estudios. En algunos casos se

sefala el tipo de estrés que causo la respuesta.

Tipo qle Estudio Probe IDs Respuesta a
estudio
Houde and Diallo, 2008 BQ838103 aluminio
CA688352, CJ954884 es“g; por
CJ808899, CJ834714, CJ849756,
Manickavelu et al. 2012 CJ852491, TC312133-bHLH-, tratamiento
TC339932, TA84481_4565, con aluminio
TC361150
DR741149 -
CK162115, CK162597, CK202278,
_ CK203276, CK206223, CK217341,
Estudio de CV763497, CV772025, DR738342,
expresion DR741149, DR741563, TC292601,
Allard et al. 2003 TC298541, TC342333, boro
TA54169 4565, TA54290 4565,
TA57430_4565, TA60129 4565,
TA62610_4565, TA59735_4565
DR740180, DR741149, TC333195,
TA53077_4565, TA53557_4565,
. TA57429 4565, TA59278_ 4565,
Mochida et al. 2006 TA98876_4565, TA90276_4565, ;
TA86588_4565, TA84010_4565,
TA60129_4565, TA71278 4565
“The structure and
function of the TC361150, TA88472_4565,
Provecto expressed portion of TA88134_4565, TA81806_4565, i
y the wheat genomes - TA74515 4565, TA72806_4565,
Aluminum-stressed root TA68760_4565
tip cDNA library”
“Abiotic stress
responsive
Patente polynucleotides and TA51171 4565, TA68765 4565 -
polypeptides,
EP1925672 A1”
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Se escogieron doce candidatos que pudieran tener alguna relacion con la tolerancia
al aluminio de entre los genes inducidos >10 “fold-change” y seis de entre los
reprimidos <-10 “fold-change”, tratando de que hubiera diferencias entre los niveles
de expresion en los tres genotipos (marcados en rosa en el Anexo 1y 2). Los “Probe
IDs” TA54169 4565 (ABA-responsive protein) y TA88472_ 4565 (Cadmium tolerant)
estaban repetidos, pero solo se tuvieron en cuenta una vez para el andlisis. Por otro
lado, varias secuencias parecian ser el mismo gen, incluso teniendo diferentes
“Probe IDs”, con niveles de expresion similares en los distintos genotipos. Se hizo
una representacion de la expresion de los dieciséis candidatos mediante
Multiexperiment Viewer (figura 12).

Todos los candidatos inducidos resultaron estar sobreexpresados en 6R y Chinese
Spring con respecto a 3R. Con un “fold-change” dos veces mayor en el caso de
Cadmium tolerant (tres de los cuatro “Probe ID” sindnimos), ABA-responsive protein
(los dos “Probe ID” sindnimos), Multimultidrug Resistance Protein 1 homolog, el factor
de transcripcién bHLH51, Harpin Induced Gene 1 homolog; e incluso el triple, en el
caso de Aquaporin. En el caso de Multimultidrug Resistance Protein 1 homolog y
Harpin Induced Gene 1 homolog solamente en Chinese Spring era el “fold-change”
>10.

Respecto a los candidatos reprimidos, todos tenian un “fold-change” en Chinese
Spring y 6R de al menos tres veces el de 3R. En el caso de Cortical Cell-Delineating
Protein y Extensin-like Protein, el “fold-change” en 6R era muy superior al de Chinese
Spring; en el de Expansin, ocurria lo contrario; mientras que Protease inhibitor tenian

un “fold-change” similar en Chinese Spring y 6R.
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Wheat mmlvidrug resistance protein 1 homelog (ABC _membrane superfamily. ABC ATPase superfamily)
ABA-xesponsive provein [Moxdeum vulgaxe] (GRAM domain. PN like supexfamily)

ABA-zesponsive protein [Moxdeuw valgazxe] (GRAM domain. PN like supexfamily)
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Figura 12: Analisis de los candidatos mediante Multiexperiment viewer 4-7-4. El diagrama muestra el fold-change de los genes reprimidos (verde)
e inducidos (rojo) en los genotipos 3R, 6R y Chinese Spring. A la derecha aparece la descripcion de los candidatos. Notese que el fold-change va

de -40 a 28. Los valores cercanos a 0 tienden al negro.



Resultados

Se creyd razonable comenzar con los candidatos inducidos un analisis mas en
profundidad. Los doce “Probe ID” iniciales se agruparon en seis candidatos (tabla 1 -

material y métodos-):
- bHLH51.
- CDT1.
- MDRA4.
- Harpin.
- Agqua.
- ABA.
El andlisis de los seis candidatos se dividio en tres secciones:

1) Andlisis in silico de los dominios, la topologia y la localizacién subcelular de
las proteinas deducidas de los seis candidatos.

2) Andlisis de la expresion de los seis candidatos en un cultivar sensible (389)
y uno tolerante (390) de centeno.

3) Analisis fenotipico de lineas de insercion de T-DNA en los seis genes

candidatos en Arabidopsis.

Andlisis in silico de los dominios, la topologia v la localizacion subcelular

Las secuencias de nucledtidos de las sondas de trigo del “microarray” de los
candidatos elegidos (Anexo 3), se tradujeron y alinearon mediante el algoritmo
BlastX, consiguiendo los fragmentos de las proteinas correspondientes a los
candidatos elegidos (Anexo 4). Estos fragmentos se utilizaron para predecir sus

dominios proteicos, topologia y localizacion (tabla 9).

76



Tabla 9: Prediccion de los dominios proteicos, topologia y localizacion subcelular de los seis candidatos del “microarray”. Los programas
gue se usaron para las predicciones de los dominios proteicos fueron InterProScan, Expasy y el NCBI. Las predicciones sobre la
topologia y el nimero de hélices transmembrana se realizaron con los programas SOSUI, TMpred y TMHMM, aunque en ocasiones sus
predicciones no coincidian. El programa TargetP1.1 localizaba las proteinas en el cloroplasto, la mitocondria, la via secretora o ninguno
de ellos. Las probabilidades para cada caso se indican mediante flechas y entre paréntesis (alta: 1, baja: |).

- Topologia Localizacién
) o (n° hélices transmembrana)
Candidato Dominios
SOSsuUI TMHMM TMpred Mitocondria Cloroplasto Via secretora
bHLH51 Basic helix-loop-helix 0(1) 0(1) 1() No Si(1) No
CDT1 - o) 0(1) 0 No (1) No (1) No (1)
Transportador ABC con
MDR4 dominio ATPasa 9 (1) 10(1) 11.(1) No (1) No (1) No (1)
Harpin Late Embryogenesis Abundant 2(1) 1(1) 1(1) No No Si (1)
Proteina Intrinseca del
Aqua Tonoplasto (TIP) de la familia 3(1) 5(1) 5(1) No (|) No (|) No ()
Major Intrinsic Protein (MIP)
Dominio GRAM parte de un
ABA plegamiento tipo Pleckstrin 0(1) 0(1) 1() No (|) No (]) No ()
Homology (PH)




Resultados

Andlisis de la expresion

Para comprobar si la induccion de los seis genes candidatos en respuesta al aluminio
vista en el “microarray” era lo habitual en centeno, se decidié medir su expresion en
dos genotipos diferentes a Imperial, uno sensible al aluminio (389) y el otro tolerante
(390).

Alineando las secuencias de nucleétidos de las sondas de trigo del “microarray” con
secuencias homologas de cebada, Brachypodium, maiz y arroz, se disefiaron
cebadores en las regiones mas conservadas para amplificar fragmentos de los
candidatos elegidos (tabla 3 -material y métodos-). Se secuenciaron esos
fragmentos, tanto en 389 como en 390 (Anexo 5) y se disefiaron nuevos cebadores
dentro de estas secuencias conocidas de centeno (tabla 5 -material y métodos-).

Se sometié a plantas 389 y 390 al mismo tratamiento dado a las plantas que se
utilizaron para el estudio del perfil transcriptémico global (24h a una concentracién de
200 uM de aluminio). Se extrajo el RNA Yy se sintetiz6 cDNA.

El cDNA de los cultivares de centeno 389 y 390, tratados con y sin aluminio, se utilizd
para realizar gRT-PCRs. Se empled una pareja de cebadores especificos para cada
gen (tabla 5 -material y métodos-). Se midié la expresion de siete genes (los seis
candidatos y el conocido gen relacionado con la tolerancia al aluminio ALMT1). Lo
resultados muestran que los seis genes candidatos se inducen en mayor medida en
el genotipo sensible (389) que en el tolerante (390), mientras que ALMT1 se induce

mas en el genotipo tolerante (figura 13).
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frente a la expresion del gen GAPDH usado como control.
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Figura 13: Andlisis de la expresién de los genes bHLH51, CDT1, MDR4, Harpin, Aqua,
ABA, y ALMT1, en presencia de aluminio (200 uM) (+Al) respecto a su ausencia (-Al). El
analisis mediante qRT-PCR se realiz6 con tres réplicas biolégicas y tres experimentales
de mRNA de los cultivares de centeno 389 (sensible) y 390 (tolerante), cultivadas cinco
dias en el medio de Aniol, 1981 con las modificaciones de Gallego y Benito, 1997. En el
eje de abscisas se muestran los dos genotipos en presencia y ausencia de aluminio; en
el de ordenadas, se indica el valor de cambio o “fold-change” respecto a una réplica del

genotipo sensible en ausencia de aluminio. La expresion de los genes se relativizo




Resultados

Anadlisis fenotipico de lineas de insercion de T-DNA

Para comprobar si los seis genes candidatos estan relacionados con la tolerancia al
aluminio en Arabidopsis, en primer lugar, se buscaron los homélogos de los
candidatos elegidos en esta especie y se analizaron los patrones de expresion de
cada uno de ellos disponibles en el “Arabidopsis eFP Browser’ (BAR). Se mir6 la
zona de expresion méaxima, las condiciones, estreses y hormonas que inducen su

expresion, su funcién y su localizacién (tabla 10).

Una vez valorada la idoneidad de los seis genes candidatos, se pidieron sus
correspondientes lineas de insercion de T-DNA, todas ellas en exones (tabla 1 -
material y métodos-). En el caso de Harpin no se pudo determinar un Unico homadlogo
en Arabidopsis; se construyé un arbol filogenético, pero HIN1 y LEA aparecian
agrupados juntos frente a homoélogos de otras especies (figura 14). Dado que

parecian homadlogos muy cercanos, se pidieron ambas lineas.

100 : Trigo (ariginal}
Haordeum

Brachy podium

100

a3 Arroz

Maiz
Arabidopsis HIMA
' Arabidopsis LEA

Figura 14: Arbol filogenético de secuencias de nucledtidos de los
homodlogos de Harpin en cebada, Brachypodium, arroz, maiz y
Arabidopsis, donde existen dos homdlogos (HIN1 y LEA). La

secuencia de trigo es la de la sonda del “microarray”.

Cinco de las lineas (todas excepto MDR4 y ABA) se germinaron en antibiético y se
chequeé mediante PCR que fueran homocigotas para las inserciones de T-DNA.
Hubo problemas con CDT1 y Aqua, ya que parecian no tener inserto, por lo que se
autofecundaron, y las semillas de la descendencia se volvieron a germinar en

antibiotico.
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Tabla 10: Zona de expresion maxima, inductores de la expresion, funcion y localizacién de los genes candidatos bHLH51, CDT1, MDRA4,

Harpin, Aqua, y ABA. Los guiones significan ausencia de informacion. En el caso de Harpin se muestran dos homélogos, porque no se

pudo determinar cual de los dos era el mas cercano.

Inducido por
Nombre Gen Zonar?%p))(resmn Condiciones Estrés Hormonas Funcién Localizacion
basic helix- . Deficiencia Pi, pH Heridas, UV, ACC.’ Zeatina, Metil Factor de ,
bHLH51 ) Raiz . jasmonato, . Nucleo
loop-helix 51 bajo. Sal. S transcripcion
Brasinolida.
CDT1 Cadmium - - - - Desconocida Membra'n.a no
tolerant 1 plasmatica
Multidrug .
Resistance Ph bajo, Deficiencia Transduccion .
MDR4 . Raiz ' UV, Sal, Frio. IAA sefiales, Transporte Membrana plasméatica
Protein azufre. auxinas
1 homolog
HIN1 Harpin Hoja Def|C|enc_|a Pi, pH Sal, Frio. Zeatina Transgucmon Mitocondria
bajo. sefales
Induced Gene Deficiencia Pi, pH
LEA 1 homolog Hoja bajo P Sal, Frio. Zeatina Desconocida Desconocida
Agqua Aquaporin Semilla D.ef'c'ef‘c'a P, uv, S,a!’ ACC. Transporte Membra'n.a no
Deficiencia azufre. Geno-téxico. plasmatica
ABA- Deficiencia Pi, pH
ABA responsive Raiz P Sal, Frio. ABA Respuesta estrés Citoplasma

Protein

bajo.




Resultados

En primer lugar se comprobé que el medio de Ryan et al. 2007 servia para
diferenciar genotipos sensibles al aluminio atendiendo al crecimiento de las raices.
Para ello se comparé la longitud de las raices de un conocido mutante sensible al
aluminio, almtl KO (Hoekenga et al., 2006), con la de Columbia a diferentes
concentraciones de aluminio (0, 400, 500 y 600 uM). Tanto la media como el
procentaje de reduccion de la longitud de las raices de almtl KO revelaron
diferencias muy significativas (p< 0,001) respecto a Col en todas las concentraciones

de aluminio (figura 15).

Al sembrar las lineas con inserciones de T-DNA en los genes candidatos en el medio
de Ryan a diferentes concentraciones de aluminio (0, 400, 500 y 600 pM), todas
mostraron una respuesta muy similar. Debido a que el tamafo de los mutantes era
inferior al de Col incluso sin aluminio, las t de Student eran significativas siempre al
comparar los mutantes con Col. Sin embargo, al calcular el porcentaje de reduccion
de la longitud de las raices comparado con el de Col, ninguna de las cinco lineas
mostraba diferencias significativas para ninguna de las concentraciones de aluminio
(figura 16). Esto parece indicar que los homélogos de los genes candidatos no
participan en la tolerancia al aluminio en Arabidopsis.
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Figura 15: Efecto del aluminio en el crecimiento de la raiz de plantas almtl KO y Col. A)

Fotografia de las plantas almtl KO y Col de 8 dias en el medio de Ryan, a diferentes

concentraciones de AICl;. B) Representacion grafica de la media de la longitud de las

raices en milimetros + SD (n=18) de dos réplicas bioldgicas de las plantas del apartado

A: almtl KO y Col. C) Grafica ilustrativa del porcentaje de reduccion de la longitud de las

raices + SD (n=18) de dos réplicas biolégicas de las plantas del apartado A: almtl KO y

Col. Las distintas letras indican diferencias significativas entre almtl KO y Col (t de
Student; * — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001).
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Figura 16: Efecto del aluminio en el crecimiento de la raiz. Se presentan los datos de
bHLH51, representando la respuesta de las cinco lineas de insercion de T-DNA en los genes
candidatos (bHLH51, CDT1, HIN1, LEA, y Aqua). A) Fotografia de las plantas bHLH51 y Col
de 8 dias en el medio de Ryan, a distintas concentraciones de AICl;. B) Gréfica
representativa de la media de la longitud de las raices en milimetros + SD (n=18) de dos
réplicas biologicas de las plantas del apartado A: bHLH51 y Col. C) Gréfica ilustrativa del
porcentaje de reduccion de la longitud de las raices = SD (n=18) de dos réplicas bioldgicas
de las plantas del apartado A: bHLH51 y Col. Las distintas letras indican diferencias
significativas entre bHLH51 y Col (t de Student; * — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001).

84



Resultados

Cribado de lineas transgénicas en medio de cultivo con

aluminio

En los dltimos afios se han descrito varios factores de transcripcion relacionados con
la tolerancia al aluminio, como STOP1 en Arabidopsis (luchi et al., 2007) y trigo
(Garcia-Oliveira et al., 2013), ART1 en arroz (Yamaiji et al., 2009), y WRKY46 también
en Arabidopsis (Ding et al., 2013).

Ante estos precedentes, se decidié hacer un cribado de 208 lineas pertenecientes al
Proyecto Transplanta. Estas, son lineas transgénicas de Arabidopsis que
sobreexpresan cada una un factor de transcripcion de manera inducible (material y
métodos). El objetivo era encontrar factores de transcripcién que participaran en la
respuesta al aluminio, tanto que confirieran resistencia, como que produjeran mayor

sensibilidad al sobreexpresarse.

En primer lugar se realizé un cribado en el medio descrito en Ezaki et al. 2004. El
crecimiento de los mutantes se compararé con el de Col y se clasificaron visualmente
en cinco categorias a las que se les asigno el siguiente codigo numérico atendiendo
a la longitud de la raiz principal: Méas largo (que Col) (+2), Ligeramente més largo
(+1), Sin diferencias (0), Ligeramente mas corto (-1), y Mas corto (-2) (Anexo 6). En

la figura 17 se muestran ejemplos de las categorias.

Se descartaron las lineas en las que no habia diferencias en ninguna de las réplicas
y se repitio el cribado de las 109 lineas restantes en el medio de Ryan. En este caso,
las longitudes de las raices de los mutantes se compararon mediante t de Student
con las longitudes de las raices de Col. Los resultados se compararon con los del
medio de Ezaki en una tabla (Anexo 7) y se representaron en una gréafica el nUmero

de lineas en cada categoria (figura 18).
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Figura 17: Fotografias de ejemplos de lineas clasificadas en las categorias Mas largo (+2) (C77), Ligeramente mas largo (+1) (JVC22),
Sin diferencias (0) (Col), Ligeramente mas corto (-1) (JVC5), y Mas corto (-2) (C64), en relacion a Col. Las plantas crecieron en el medio
de Ezaki mas 10 uM estradiol y 200 uM AICI; durante 10 dias.
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Figura 18: Grafica representativa del nimero de lineas en las categorias Méas
largo (+2), Ligeramente mas largo (+1), Sin diferencias (0), Ligeramente mas corto
(-1), y Més corto (-2), en relacion a Col, en el medio de Ezaki en comparacion al

medio de Ryan.

El nimero de lineas cuyas raices tenian diferencias significativas respecto a Col se
redujo mucho de un medio a otro (figura 18). Ademas, las lineas con raices mas largas
o cortas en el medio de Ryan no fueron siempre las mismas que en el medio de Ezaki,
y en algunos casos se observaron inconsistencias entre los dos medios (tabla 11). Del
mismo modo, se obtuvieron resultados andmalos, como raices mas largas en

presencia de aluminio que en su ausencia (incluso en Col).

Por este motivo, se llevé a cabo un nuevo abordaje. Se eligieron las doce lineas con
fenotipos mas acusados (sefialadas en rojo en el Anexo 7) y se contrastaron con los
resultados de otros grupos que trabajan con lineas Transplanta. De este modo, se
escogieron los genes que parecian no responder a otros estreses (como salinidad,
frio, arsénico, etc.) para que hubiera mas posibilidades de que estuvieran relacionados

Unicamente con la respuesta al aluminio y no fueran genes de respuesta a estrés. Asi,
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se redujeron los candidatos a tres y se pidieron sus correspondientes lineas de

insercion de T-DNA (tabla 1 -material y métodos-):

- Related to Apetala 2.3 (RAP2.3).

- Transmembrane Domain Ring H2.

- Dehydration-Responsive Element Binding Protein 2.

Tabla 11: Algunos ejemplos de lineas del Anexo7 cuyos fenotipos se contradicen

en el medio de Ezakiy Ryan.

Gen Nombre Nombre Familia Fenotlpo Fenotipo Ryan
Ezaki
AT2G17180 P8
transcription factor

AT2G18300 9C bHLH64
AT3G05200 P54

protein
AT5G23260 34C TRANSPARENT

TESTA 16

Tras obtener plantas homocigotas para las inserciones de T-DNA, las cinco lineas se

sembraron en el medio de Ryan a diferentes concentraciones de aluminio (0, 400, 500

y 600 uM).

- Related to Apetala 2.3 (RAP2.3):

Se pidieron dos lineas de insercion de T-DNA correspondientes a este gen:

Cl4 y RAP2.3, con las inserciones en la regiébn promotora y en un exon,

respectivamente.
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Resultados

- Cl14:

Las plantas de esta linea parecian tener las raices de longitud similar a
las de Col (figura 19). A pesar de que la media de longitud de la raiz
principal era significativamente superior la de Col a 400 uM de aluminio,
esto no ocurria al comparar el resto de concentraciones. Ademas, se
analizaron los porcentajes obtenidos al dividir la longitud de la raiz
principal a distintas concentraciones de aluminio entre su longitud en
ausencia de este metal. Debido a que en este caso tampoco hubo
diferencias significativas entre el mutante y el control a ninguna de las

concentraciones, la linea C14 se desestimd como candidata.

- RAP2.3:

En el caso de esta linea, todas las plantas tenian una longitud de raiz
menor que Col, independientemente de la concentracién de aluminio, lo
gue suponia que aparecieran diferencias significativas al comparar las
medias. Sin embargo, al comparar las proporciones de crecimiento
entre plantas sin y con aluminio (600 uM), hubo diferencias significativas
debido a que la longitud de la raiz a penas se redujo en el mutante, a

diferencia de en Col (figura 20).
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Figura 19: Efecto del aluminio en el crecimiento de la raiz de plantas de la linea C14 y
Col. A) Fotografia de las plantas C14 y Col de 8 dias en el medio de Ryan, a distintas
concentraciones de AICl;. B) Representacion grafica de la media de la longitud de las
raices en milimetros £+ SD (n=18) de dos réplicas biolégicas de las plantas del
apartado A: C14 y Col. C) Gréafica ilustrativa del porcentaje de reduccion de la longitud
de las raices £ SD (n=18) de dos réplicas biologicas de las plantas del apartado A: C14

y Col. Las distintas letras indican diferencias significativas entre C14 y Col (t de

16
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Student; * — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001).
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Dado que el tamafio de las plantas de la linea RAP2.3 no variaban
apenas al aumentar la cantidad de aluminio en el medio, se decidié

estudiar si era el pH acido lo que causaba su pequefio tamafio.

Se sembraron plantas de la linea RAP2.3 y Col en el medio de Ryan a
diferentes pHs (6'5, 6, 5'5, 5 y 4'5). Teniendo en cuenta la longitud total
de la raiz principal, habia diferencias significativas entre el mutante y
Col, pero solamente porque las plantas de la linea RAP2.3 tenian un
menor tamafio siempre. Sin embargo, al analizar las proporciones de
crecimiento respecto a pH 6'5, el grado de inhibicién del crecimiento por
reduccion del pH es muy similiar en ambas lineas (figura 21). Hasta pH
6, parece que la longitud de las raices de RAP2.3 se reduce mas
lentamente que la de Col. A partir de pH 5,5, en cambio, hay una
reduccion mas drastica en RAP2.3. Aunque, finalmente, a pH 4,5, el

grado de inhibicién se iguala en las dos lineas.

Teniendo en cuenta que la linea RAP2.3 no parecia significativamente
mas sensible que Col ni al aluminio, ni al pH, se descart6 como

candidata.
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Figura 20: Efecto del aluminio en el crecimiento de la raiz de plantas de la
linea RAP2.3 y Col. A) Fotografia de las plantas RAP2.3 y Col de 8 dias en el
medio de Ryan, a distintas concentraciones de AIClz. B) Representacion grafica
de la media de la longitud de las raices en milimetros + SD (n=18) de dos
réplicas biologicas de las plantas del apartado A: RAP2.3 y Col. C) Gréfica
ilustrativa del porcentaje de reduccion de la longitud de las raices + SD (n=18)
de dos réplicas biologicas de las plantas del apartado A: RAP2.3 y Col. Las
distintas letras indican diferencias significativas entre RAP2.3 y Col (t de
Student; * — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001).
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Figura 21: Efecto del pH en el crecimiento de la raiz de plantas de la linea
RAP2.3 y Col. A) Fotografia de las plantas RAP2.3 y Col de 8 dias en el medio
de Ryan, a distintos pHs. B) Representacion grafica de la media de la longitud
de las raices en milimetros £+ SD (n=18) de dos réplicas biologicas de las
plantas del apartado A: RAP2.3 y Col. C) Gréfica ilustrativa del porcentaje de
reduccion de la longitud de las raices + SD (n=18) de dos réplicas biologicas de
las plantas del apartado A: RAP2.3 y Col. Las distintas letras indican diferencias
significativas entre RAP2.3 y Col (t de Student; * — p< 0,05; ** — p< 0,01; ***
— p< 0,001).
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- Transmembrane Domain Ring H2:

La linea de insercibn de T-DNA correspondiente a este gen se denominé

JVC41, y su insercion se encontraba en el promotor.

- JVCA1L:

Esta linea presentaba un mayor crecimiento que Col en ausencia de
aluminio. Esto causé que la reduccién de tamafio debida a 400 y 500
MM de aluminio fuera significativamente mayor que la de Col (figura 22).
No obstante, teniendo en cuenta que esta diferencia se perdia a
concentraciones de aluminio mayores (véase 600 uM), y que las
diferencias absolutas entre las medias de Col y JVC41 en presencia de

aluminio eran pequefias, esta linea se desechd como candidata.

- Dehydration-Responsive Element Binding Protein 2:

En el caso de este gen se pidieron dos lineas de insercion de T-DNA, que se

llamaron JVC51A y JVC51D. Sus inserciones se situaban en el 3'UTR y en la

region promotora, respectivamente.

- JVC51Ay JVC51D:

Ambas lineas presentaron siempre un mayor crecimiento que Col,
incrementandose la diferencia segin aumentaba la concentracion de

alumino (figura 23).

Debido a que ambas lineas, con inserciones de T-DNA en diferentes
lugares, tenian una respuesta parecida y sus raices tenian una media

de longitud superior a la de Col, se decidid seguir su estudio.
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Figura 22: Efecto del aluminio en el crecimiento de la raiz de plantas de la
linea JVC41 y Col. A) Fotografia de las plantas JVC41 y Col de 8 dias en el
medio de Ryan, a distintas concentraciones de AICls. B) Representacion
gréfica de la media de la longitud de las raices en milimetros + SD (n=18) de
dos réplicas biolégicas de las plantas del apartado A: JVC41 y Col. C) Gréfica
ilustrativa del porcentaje de reduccion de la longitud de las raices + SD (n=18)
de dos réplicas biolégicas de las plantas del apartado A: JVC41 y Col. Las
distintas letras indican diferencias significativas entre JVC41 y Col (t de
Student; * — p< 0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001).
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Figura 23: Efecto del aluminio en el crecimiento de la raiz. Se presentan los datos de la linea
JVC51D, representando la respuesta de las lineas JVC51A y JVC51D, cuyos datos eran muy
similares. A) Fotografia de las plantas JVC51D y Col de 8 dias en el medio de Ryan, a
diferentes concentracinoes de AICl;. B) Gréfica representativa de la media de la longitud de
las raices en milimetros + SD (n=18) de dos réplicas biolégicas de las plantas del apartado A:
JVC51D y Col. C) Gréfica ilustrativa del porcentaje de reduccion de la longitud de las raices +
SD (n=18) de dos réplicas biologicas de las plantas del apartado A: JVC51D y Col. Las
distintas letras indican diferencias significativas entre JVC51D y Col (t de Student; * — p<
0,05; ** — p< 0,01; *** — p< 0,001).
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En primer lugar se quiso comprobar si las inserciones de T-DNA
afectaban a la expresion del gen. Para ello, se llevé a cabo una PCR
semi-cuantitativa del gen JVC51 en Col y los mutantes JVC51A y
JVC51D, en ausencia y presencia de aluminio (300 uM) con una pareja
de cebadores especificos (JVC5lexpFW y JVC51expRV, tabla 6 -

material y métodos-) (figura 24).

Sin Aluminio 300 uM Aluminio

/—Iﬁ /—Iﬁ Marcador
Col Col JVCS1  JVCH1 Col Col JVC51 JVCH1) Kb

(D) (A) (D) (A)
. ‘ OT——

<

Figura 24: Expresion de gen JVC51 en distintas lineas. Ensayo de PCR semi-
cuantitativa con cDNA de las lineas: Col (con dos réplicas), y los mutantes JVC51A y
JVC51D. El RNA se extrajo de plantas crecidas 8 dias en el medio de Ryan, en
ausencia o presencia de 300 uM de AICls. Los productos de 40 ciclos de PCR se
corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con Sybr green. Aparecen sefalados por

una fecha y su tamafio es de 101 pb.

Los resultados sefialan que ninguna de las dos lineas de insercién de T-
DNA son “knock out”, ya que en ambas se observa expresion. No
obstante, esta expresion es menor que la de Col, indicando que
probablemente JVC51Ay JVC51D son lineas “knock down”.

Al mismo tiempo, cabe destacar que Dehydration-Responsive Element
Binding Protein 2 parece un gen inducido por aluminio, con una
expresion considerablemente mayor en todas las lineas tratadas con
300 uM, lo que lo convierte en un buen candidato para su

caracterizacion en profundidad.
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Identificacion y caracterizacion de genes relacionados con la

tolerancia al aluminio en centeno

Una aproximacion evidente para obtener genes candidatos en centeno consiste en
identificar genes ya descritos en especies como trigo, arroz y Brachypodium. Se
escogieron genes de las familias ALMT, MATE, ABC y NRAMP, todas ellas

relacionadas con la tolerancia al aluminio.

Asi mismo, se estudiaron sus respectivas localizaciones para ver si se correspondian
con alguno de los loci de tolerancia al aluminio descritos en centeno a los que adn no

se les ha asignado ningun gen: Altl, Alt2 y Alt3.

Familia ALMT

Dentro de los genes de la familia ALMT descritos en cereales, el gen de tolerancia al
aluminio TaALMT1 y los genes de Aegilops tauschii AetALMT1 y AetALMT2, son los
mas proximos filogenéticamente (Gruber et al., 2010). La gran semejanza entre los
genes ALMT de trigo y centeno sugiere la posibilidad de que existan genes homadlogos
a AetALMT2 en centeno. Por este motivo, nuestro grupo se planted identificarlos, asi
como otros miembros de la familia ALMT, que podrian estar implicados en procesos de

tolerancia al aluminio.
- Identificacion y caracterizacién de genes homologos de AetALMT2 en centeno

Con el propésito de identificar los genes homologos de AetALMT2 en centeno
(cv. Ailés e Imperial y linea consanguinea Riodeva), se disefid una pareja de
cebadores (SCALMT2-1F y ScALMT2-1R, tabla 4 -material y métodos-)
basados en la secuencia descrita para este gen en Aegilops tauschii por
Delhaize y sus colaboradores (2007). Mediante amplificacion por PCR a partir
de cDNA obtenido de plantulas de centeno expuestas 24 horas a aluminio, se
obtuvo, en todos los casos, una Unica banda que poseia un tamafio similar al

esperado, que fue clonada y secuenciada.
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Tanto para los cultivares Ailés e Imperial y como para la linea consanguinea
Riodeva, se obtuvo una secuencia, que comprendia un marco de lectura
completo, de 1374 pb (Anexo 8). Al ser comparada con el gen AetALMT?2,
presentaba una identidad nucleotidica del 96% en los tres casos. Las proteinas
deducidas en Ailés, Riodeva e Imperial consistian en 457 aminoacidos (Anexo
9), con una masa molecular de 49,701, 49,694 y 49,700 KDa y un punto
isoeléctrico tedrico de 8,81, 8,59 y 8,81, respectivamente. Todas ellas
presentaban el dominio caracteristico de la familia ALMT (pfam11744) y una
identidad en la secuencia aminoacidica comprendida entre el 96-97% respecto
a AetALMT?2.

Ademas de las secuencias descritas con anterioridad, se aislaron en Ailés y
Riodeva dos secuencias pseudogénicas del gen ScALMT2. En Ailés, esta
secuencia estaba formada también por 1374 pb con dos Unicos SNPs respecto
a la secuencia funcional SCALMT2-Ai (Anexo 10). El segundo de ellos consiste
en una transiciébn de una citosina por una timina (C por T), que producia un
codén de terminacibn TAG prematuro en el triplete 310, ocasionando una
proteina truncada de 310 aminoacidos (Anexo 11). Esta secuencia fue
denominada psScALMT2-Ai (pseudo Secale cereale ALuminum-activated
Malate Transporter 2-Ailés). En Riodeva, la secuencia estaba constituida por
1372 pb con cuatro SNPs y dos deleciones de un Unico nucleétido respecto a la
secuencia funcional SCALMT2-Rd (Anexo 12). La primera delecion producia un
cambio en el marco de lectura que generaba un coddén de terminacion TAG
prematuro en el triplete 138, ocasionando una proteina truncada de 137
aminoacidos (Anexo 13). Esta secuencia fue denominada psScALMT2-Rd
(pseudo Secale cereale ALuminum-activated Malate Transporter 2-Riodeva).

Una vez obtenida la secuencia completa de cDNA del gen ScALMT2 nos
propusimos ubicar su posicién en el genoma de centeno. Para ello, se llevaron
a cabo amplificaciones con una pareja de cebadores especifica de centeno
(SCALMT2_loc-1F y ScALMT2_loc-1R, tabla 4 -material y métodos-) en las
lineas de adicion disémicas y ditelosémicas de trigo-centeno (cv. Chinese
Spring — cv. Imperial, respectivamente). El producto de amplificacion especifico
de centeno se detecto en las lineas de adiciéon 2R y 2RL y estaba ausente en el

resto, como se muestra en la figura 25. Estos resultados muestran que este
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gen no co-localiza con ninguno de los loci de tolerancia al aluminio descritos en

centeno.

M 1R 2R 2RL 3R 4R 5R 6R 7R CS CSI | M

Figura 25: Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Sybr green. Se muestran
amplificaciones en las siete lineas de adicion. M se refiere al marcador de

peso molecular (100pb), CS significa Chinese Spring e |, Imperial.

- Identificacién y caracterizacién de otros miembros de la familia ALMT

Con el proposito de identificar otros genes de la familia ALMT en centeno, se
disefiaron parejas de cebadores basados en secuencias de arroz descritas
como pertenecientes a esta familia por Delhaize y su grupo (2007). De esta
manera, se disefiaron cebadores a partir de OSALMT6 para ScALMTS3,
OsALMT1 para ScALMT4, OsSALMT7 para ScALMTS5, y OsSALMT9 para
SCALMT6 (tabla 4 -material y métodos-). Mediante PCR se amplificaron

secuencias parciales de los diferentes genotipos.

- SCALMT3

Se obtuvieron secuencias parciales de 1228 nucle6tidos para los cv. Imperial y
Ailés, y 1231 nucleédtidos para la linea consanguinea Riodeva (Anexo 14).
Estas poseian una identidad nucleotidica comprendida entre el 84 y el 85% con
el gen OsSALMT6 y del 96% con el gen AetALMT3, ambos pertenecientes al
mismo subgrupo dentro de la familia ALMT (Delhaize et al., 2007).
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Ninguna de las secuencias comprendia un marco de lectura completo. Por ello,
se escogio el mas largo de cada una de ellas y se dedujo la secuencia de la
proteina. Los fragmentos proteicos consistian en 359, 337 y 338 animoécidos
en Imperial, Ailés y Riodeva, respectivamente (Anexo 15). Presentaban una
identidad en la secuencia aminoacidica comprendida entre el 95-96% con
AetALMT3 y entre el 75-77% con OSALMT6 y en todos aparecia el dominio
caracteristicos de la familia ALMT (pfam11744).

Con los fragmentos secuenciados no se consiguio localizar este gen en el
genoma de centeno, debido a que no se pudo encontrar una temperatura a la
gue se amplificaran bandas en centeno pero no en trigo. No obstante, teniendo
en cuenta que OsSALMT6 se ubica en el cromosoma 4, las relaciones de
ortologia entre arroz y centeno predicen que SCALMT3 podria localizarse en los

cromosomas 20 7.

- SCALMT4

Tanto Ailés como Riodeva amplificaron secuencias parciales de 441 nucleétidos
(Anexo 16), ambas con una identidad nucleotidica del 81% con el gen
OsALMTL1.

A pesar de que las secuencias no comprendian el gen completo, toda la
secuencia era parte de un marco de lectura. El fragmento proteico constaba de
146 animoacidos en las dos lineas (Anexo 17) y su identidad con OsALMT1 era
del 75%. El dominio caracteristicos de la familia ALMT (pfam11744) estaba

presente al comienzo de la secuencia de aninoacidos.

M 1R 2R 3R 3RS 4R 5R 6R 7R CS CSI | M

Figura 26: Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Sybr green. Se muestran
amplificaciones en las siete lineas de adicién. M se refiere al marcador de peso

molecular (100pb), CS significa Chinese Spring e |, Imperial.
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Tras secuenciar los fragmentos de DNA gendmico correspondientes al ALMT4
en Ailés y Riodeva, diseflamos una pareja de cebadores (SCALMT4 _loc-1F vy
ScALMT4 loc-1R, tabla 4 -material y métodos-) para localizarlo en el genoma
de centeno. Utilizando lineas de adicién disémicas y ditelosémicas de trigo-
centeno (cv. Chinese Spring — cv. Imperial, respectivamente) como molde,
solamente hubo amplificaciéon en las lineas 3R y 3RS (figura 26). Estos
resultados indican que SCALMT4 se localiza en el mismo cromosoma y brazo
gue el locus de tolerancia al aluminio Alt2.

- SCALMT5

Las secuencias obtenidas para los cv. Petkus y Ailés, y la linea consanguinea
Riodeva consistian en 275, 388 y 387 nucle6tidos, respectivamente (Anexo 18).
Todas ellas eran secuencias parciales con identidades del 86% en el caso de
Ailés y Riodeva, y del 83% en el de Petkus, con el gen OsALMT7.

Debido a que ninguna de las secuencias comprendia un marco de lectura
completo, se escogié el mas largo de cada una de ellas y se dedujeron los
fragmentos proteicos, que consistian en 59 animoacidos en los tres casos
(Anexo 19). Toda la secuencia formaba parte del dominio caracteristicos de la
familia ALMT (pfam11744) y mostraba una identidad de aminoacidos con
OsALMT7 del 81% en los cultivares Petkus y Ailés, y del 78% en Riodeva.

La ubicacién de este gen en el genoma de centeno tampoco fue posible. Sin
embargo, teniendo en cuenta las relaciones de ortologia entre arroz y centeno,

ScALMTS5 podria localizarse en los cromosomas 2, 4,5, 6 0 7.

- SCALMT6

Los cultivares Petkus y Ailés, y la linea consanguinea Riodeva amplificaron
secuencias de 679 nucleétidos (Anexo 20), con identidades de entre el 84 y
85% con el gen OSALMTO.

Dado que ninguna de las secuencias comprendia un marco de lectura

completo, se escogi6 el mas largo de cada una de ellas y se dedujo su
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secuencia de aminoacidos. Los fragmentos proteicos constaban de 151
animoécidos en los tres casos (Anexo 21). Presentaban una identidad en la
secuencia aminoacidica comprendida entre el 82-83% con OsSALMT9 y en
todos aparecia el dominio caracteristicos de la familia ALMT (pfam11744) al

comienzo de la secuencia.

La localizacion de este gen en el alguno de los cromosomas de centeno no fue
posible. En cambio, dado que OsSALMT9 se ubica en el cromosoma 10, las
relaciones de ortologia entre arroz y centeno predicen que SCALMT6 podria

localizarse en los cromosomas 1,4 0 7.

Familia MATE

En la familia MATE se han descrito varios miembros relacionados con la tolerancia al
aluminio: SbMATE (Magalhaes et al., 2004), HVAACT1 (Furukawa et al., 2007),
TaMATE1 (Ryan et al., 2009), OsFRDL4 (Yokosho et al., 2011), ScFRDL2 (Yokosho et
al., 2010), ZmMMATEl y ZmMATE2 (Maron et al., 2010), AtMATE (Liu et al., 2009) y
VUMATE (Yang et al., 2011). En algunas especies, como maiz (Maron et al., 2010) y
judia comun (Eticha et al., 2010), se ha constatado la existencia de varios miembros
de la familia dentro de la misma especie. Por ello, se decidié caracterizar y localizar
ScMATE2.

- Caracterizacion y localizacion de SCMATE2

Con vistas a obtener la secuencia de ScMATE2 en el cultivar Imperial, se
disefiaron cebadores (ScMATE2-1F y ScMATE2-1R, tabla 4 -material vy
métodos-) basados en secuencias homodlogas de arroz y Brachypodium.
Mediante amplificacion por PCR se obtuvo una secuencia de 545 nucle6tidos
(Anexo 22) que presentaba una identidad de nucle6tidos del 99% con el gen
ScFRDL2, 90% con BAFRDL2 y del 87% con OsFRDL2.

A pesar de que la secuencia no comprendia el gen completo, toda la secuencia
era parte de un marco de lectura. El fragmento proteico constaba de 181

animoacidos (Anexo 23) y su identidad con ScFRDL2 era del 99%, con
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BdFRDL2 del 86% y del 84% con OsFRDL2. Toda la secuencia formaba parte

del dominio caracteristico de la familia MATE (pfam01554).

Se disefidé una pareja de cebadores especificos dentro del fragmento del gen
secuenciado (ScMATE2 loc-1F y ScMATE2 loc-1R, tabla 4 -material vy
métodos-) y se utilizaron para localizarlo en el genoma de centeno. Las
amplificaciones en lineas de adicion disémicas y ditelosdomicas de trigo-centeno
(cv. Chinese Spring — cv. Imperial, respectivamente) solamente mostraron
producto en las lineas 1R y 1RL (figura 27). Por lo tanto, parece que SCMATE2
no co-localiza con ninguno de los loci de tolerancia al aluminio descritos en

centeno.

M 1IR1RS1RL 2R 3R 4R SR 6R 7R CS CSI | M

Figura 27: Gel de agarosa al 1,5% tefiido con Sybr green. Se muestran
amplificaciones en las siete lineas de adicion. M se refiere al marcador de

peso molecular (100pb), CS significa Chinese Spring e |, Imperial.

Se quiso analizar la expresién de SCMATE2 en respuesta al aluminio. Para ello
se realiz6 una PCR semi-cuantitativa de plantas sin tratar y tratadas con
aluminio (200 uM) con una pareja de cebadores especificos (SCMATE2-exp-1F
y SCMATEZ2-exp-1R, tabla 6 -material y métodos-). Se utiliz6 el gen constitutivo

GAPDH como referencia de expresion (figura 28).
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+Al -Al

mATE2
——

GAPDH

Figura 28: Expresion de los genes SCMATE2 y ScCGAPDH. Ensayo de
PCR semi-cuantitativa con cDNA del cultivar de centeno Imperial. El
RNA se extrajo de plantas cultivadas cinco dias en el medio de Aniol,
1981 con las modificaciones de Gallego y Benito, 1997, en ausencia o
presencia de 200 uM de AICIs. Los productos de 40 ciclos de PCR se

corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con Sybr green.

Los resultados sefialan que el gen ScMATE2 se induce en presencia de
aluminio, lo cual indica que prodria participar en la respuesta al aluminio en

centeno.

Familia ABC

Se han descrito transportadores ABC relacionados con la tolerancia al aluminio en
Arabidopsis (ALS3 (Larsen, 2005), ALS1 (Larsen, 2007) y STAR1 (Huang, 2010)) y
arroz (STAR1 y STAR2 (Huang, 2009) y OsALS1 (Huang, 2012)). Decidimos
caracterizar los homélogos de STAR1 y STAR2 en centeno, ya que cabia la posibilidad

de que estuvieran implicados en la tolerancia al aluminio de esta especie.

Se disefaron parejas de cebadores basados en las secuencias descritas de arroz y
sus homdlogas en Brachypodium (tabla 4 -material y métodos-). Mediante PCR se

amplificaron secuencias parciales de los diferentes genotipos.
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-ScSTAR1

El cultivar Ailés y la linea consanguinea Riodeva amplificaron secuencias
parciales de 291 nucledtidos (Anexo 24). Estas, tenian una identidad
nucleotidica del 88% con el gen OsSTAR1 y del 91% con su homélogo de
Brachypodium en el caso de Ailés; y del 91% con los dos genes en el caso de

Riodeva.

A pesar de que las secuencias no comprendian el gen completo, toda la
secuencia era parte de un marco de lectura. El fragmento proteico constaba de
96 animoécidos en las dos lineas (Anexo 25) y su identidad de aminoacidos era
del 94% con OsSTAR1 y del 95% con su homélogo de Brachypodium para
Riodeva y del 91% y 94%, respectivamente, para Ailés. El dominio de union a
ATP (cd00267) caracteristico de los transportadores ABC, estaba presente al

comienzo de la secuencia de aninoacidos.

A pesar de que no se ha conseguido localizar este gen en el genoma de
centeno, OsSTARL se sitla en el cromosoma 6, por lo que teniendo en cuenta
las relaciones de ortologia entre arroz y centeno, SCSTAR1 podria localizarse

en los cromosomas 2,4,5,607.

Se sabe que el gen AtSTAR1 no se induce por aluminio, mientras que el
OsSTARL1 si lo hace. Para conocer si el patron de expresion del gen variaba
debido a la presencia de aluminio en centeno, se llevd a cabo una PCR semi-
cuantitativa. Se diseflaron cebadores especificos (ScSTAR1-exp-1F vy
ScSTAR1-exp-1F, tabla 6 -material y métodos-) y se utilizaron plantas sin tratar
y tratadas con aluminio (200 pM). La referencia de expresion fue el gen
constitutivo GAPDH (figura 29).

Los resultados sefialan que el gen ScSTAR1 se induce en presencia de
aluminio, lo cual indica que ademas de su posible participacion en la respuesta
al aluminio en centeno, su patron de expresion se asemeja mas al de arroz que

al de Arabidopsis.
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-Al +Al
STAR1

| .
GAPDH =

Figura 29: Expresién de los genes ScSTAR1 y ScGAPDH. Ensayo
de PCR semi-cuantitativa con cDNA del cultivar de centeno Imperial.
El RNA se extrajo de plantas cultivadas cinco dias en el medio de
Aniol, 1981 con las modificaciones de Gallego y Benito, 1997, en
ausencia o presencia de 200 uM de AICls. Los productos de 40 ciclos
de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con Sybr

green.

-SCcSTAR2

Se obtuvo una secuencia de 841 nucledtidos en el cultivar Petkus (Anexo 26),
con una identidad de nucleétidos del 84% con el gen OsSTAR2 y del 86% con

su homologo de Brachypodium.

Debido a que la secuencia no comprendia un marco de lectura completo, se
escogid el mas largo y se dedujo la secuencia de la proteina. El fragmento
proteico resultante constaba de 115 animoacidos (Anexo 27) y presentaba una
identidad en la secuencia del 81% con OsSTAR2 y del 86% con su homologo
de Brachypodium. Practicamente toda la secuencia formaba parte de un
dominio caracteristico de un sistema tranporte no caracterizado de tipo ABC
(pfam03649).

No se consiguié ubicar este gen en el genoma de centeno. Sin embargo,
teniendo en cuenta que OsSTAR2 se ubica en el cromosoma 5, las relaciones
de ortologia entre arroz y centeno predicen que ScCSTAR2 podria localizarse en

los cromosomas 1 o 3.
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Familia NRAMP

Uno de los miembros de esta familia se ha asociado con la tolerancia al aluminio en
arroz: Nratl (Xia, 2010). Dada la posibilidad de que este gen pudiera jugar un papel en
la tolerancia al aluminio en centeno, decidimos identificar su homdlogo en esta

especie.

Basandonos en la secuencia descrita en arroz, se disefid una pareja de cebadores
(tabla 4 - material y métodos-) y mediante PCR se amplificaron secuencias parciales
en el cultivar Ailés y en la linea consanguinea Riodeva. Estas consistian en 760 y 762
nucleotidos, respectivamente (Anexo 28), y mostraban una identidad de entre el 86-
87% con OsNratl.

Ninguna de las secuencias comprendia un marco de lectura completo, por lo que se
escogié el mas largo de cada una de ellas y se dedujeron los fragmentos proteicos,
que constaban de 140 animoacidos en ambos casos (Anexo 29) y presentaban una
identidad en la secuencia aminoacidica comprendida entre el 64-65% con OsNratl. No

obstante, el BlastP no identificé ningln dominio caracteristicio de la familia NRAMP.

Con los fragmentos secuenciados no se consiguio localizar este gen en el genoma de
centeno. No obstante, teniendo en cuenta la ubicacién de OsNratl en el cromosoma 2,
las relaciones de ortologia entre arroz y centeno predicen que ScNRAMP podria

localizarse en los cromosomas 3, 4,60 7.

De estos 9 genes identificados en centeno, s6lo SCALMT5 y ScSTAR1 estaban
presentes entre las sondas del “microarray”. No obstante, su FDR (RankProd) era >
0,05 en ambos casos (tabla 12) por lo que sus niveles de expresion no se pudieron

tener en cuenta.

Los genes tipicos de tolerancia al aluminio (SCALMT1 y ScMATE1) no pudieron ser

localizados entre las sondas del “microarray”.
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Tabla 12: A: “Fold-change”, B: “LogA”, C: “FDR (RankProd)” y “ProbelD” de los genes ScALMT5 y ScSTARL.

3R 6R CS Im
NOMBRE A B C A B C A B C A B C ProbelD
ALMTS -1,52 8,83 0,6 -1,61 8,75 0,6 -1,31 9,42 1 1,07 7,17 0,94 |TA106914 4565
STAR1 2,44 2,44 0,11 1,29 6,96 0,87 1,28 6,76 0,99 2,77 8,48 0,39 |TA89332_ 4565
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Discusidn v conclusiones

El estrés por aluminio se considera una de las mayores restricciones para la produccién
agricola en suelos &cidos (Kochian et al., 2004). El descubrimiento de transportadores
que participan en la tolerancia al aluminio permite el uso de estos genes para conseguir
cultivos resistentes a este metal, y asi mejorar el rendimiento en estos suelos y ayudar a
combatir la escasez de alimentos (Schroeder et al., 2013). Sin embargo, estos genes
forman parte de una respuesta compleja, gran parte de la cual es aun desconocida.
Recientemente se han caracterizado algunos factores de transcripcion implicados en la
regulacion de genes de tolerancia, como STOP1 (luchi et al., 2007), ART1 (Yamaji et al.,
2009) y WRKY46 (Ding et al., 2013), pero muchos de los componentes de la ruta se

desconocen aln.

A lo largo de esta tesis se ha intentado ahondar en el conocimiento de la tolerancia al
aluminio, tratando de describir genes implicados en ella. Se emplearon tres enfoques
diferentes, que pudieran proporcionar genes candidatos que abarcaran desde
transportadores a factores de transcripcion, y otros:

- Analisis transcriptémico en centeno utilizando un “microarray” de trigo.

- Cribado de una coleccién de lineas transgénicas mutantes para diferentes factores de

transcripcién (del Proyecto Transplanta) en medio de cultivo con aluminio.

- ldentificacion y caracterizaciéon en centeno de genes previamente descritos en otras

especies como relacionados con la tolerancia al aluminio.

Analisis transcriptdmico en centeno

El analisis de la expresion génica se realizd utilizando el “microarray” de trigo de dos
colores de Agilent 4x44K (Design ID 022297), que contiene unas 43.800 sondas
representativas de genes de trigo. Los estudios de este tipo tienen la ventaja de permitir
el analisis de miles de genes al mismo tiempo, aungque en muchos casos se detecta un
elevado numero de ESTs andénimas (Milla et al., 2002). Ademas, se necesita una
expresion relativamente alta de los transcritos para poder estudiar sus cambios (Lee et
al., 1995).
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En este caso, se tuvo la desventaja afiadida de que al trabajar con centeno, no existen
micromatrices de esta especie y se tuvo que utilizar una de trigo. A pesar de que son
especies muy cercanas, los resultados muestran muchos menos genes de centeno que
de las lineas de adicién y trigo, seguramente porque los genes de trigo hibridan con
mayor facilidad con las sondas de esta especie que con los de centeno. Por ello,
probablemente, la mayoria de genes que se inducen y reprimen en las lineas de adicién
sean también de trigo.

Otra caracteristica de los resultados obtenidos que llama la atencién es que el nUmero
de genes tanto inducidos como reprimidos en Chinese Spring y/o la linea de adicion 6R
eran mas del triple que en la linea de adicion 3R. Esto podria deberse a que el nUmero
de genes inducidos en respuesta al aluminio en genotipos sensibles es mayor que en
genotipos tolerantes (Mattiello et al., 2010), y a que la linea de adicion 3R sea
considerablemente mas tolerante al aluminio que la 6R y Chinese Spring (Aniol, 2004).
Otra explicacion plausible, ademéas de la mayor afinidad de los genes de trigo por las
sondas comentada anteriormente, es que la homologia entre los genomas de trigo y
centeno sea mayor en el cromosoma 6 de centeno que en el 3, ya que algunos
segmentos sinténicos del genoma de centeno poseen diferente nimero de genes
ortélogos putativamente conservados respecto a gramineas modelo como arroz, sorgo o
Brachypodium (Martis et al., 2013).

El analisis de los resultados de perfiles transcriptomicos globales resulta especialmente
complejo en sistemas que no son modelo, como es el caso del centeno. El alineamiento
de las secuencias con el genoma de una especie cercana ayuda a construir una
estructura en la que basar el estudio (Ward et al., 2012). Por ello, uno de los primeros
pasos en este trabajo fue una busqueda en el programa Blast del NCBI para anotar
genes. Aproximadamente el 19% de las secuencias no se consiguieron anotar, lo cual
generé dudas sobre la fiabilidad de los resultados. Sin embargo, muchas de las
secuencias no caracterizadas también se encontraron en distintos trabajos de respuesta
al aluminio u otros estreses (tabla 8 - resultados-), corroborando que los resultados

obtenidos no eran artefactos.

Los genes inducidos con un “fold-change” =10 mostraban un enriquecimiento en las
categorias relacionadas con procesos biolégicos tales como la respuesta a estrés
(bidtico y abidtico) y la modificacién de la pared celular (figura 11 -resultados-). Estos
datos concuerdan con los resultados obtenidos por Milla y sus colaboradores (2002),

Houde y Diallo (2008), y Mattiello y su grupo (2010), en centeno, trigo y maiz,
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respectivamente. En cuanto a los genes reprimidos con un “fold-change” <-10 se
observa un aumento en las categorias de estrés oxidativo y de genes relacionados con

la pared celular y su elasticidad (figura 11 -resultados-).

La exposicion al aluminio produce la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Este fendmeno fue constatado hace tiempo en especies como la soja, el maiz y
el guisante (Cakmak et al,. 1991; Yamamoto et al., 2001; Boscolo et al., 2003). No
obstante, parece que en los genotipos sensibles se produce una mayor produccion de
ROS, mientras que en los tolerantes la produccion se mantiene constante (Boscolo et
al., 2003). Al mismo tiempo, parece que la induccion de genes que eliminan ROS
también es mayor en los genotipos sensibles, debido probablemente a que los
tolerantes tienen mecanismos que actlan antes de que se produzca el estrés oxidativo
(Maron et al., 2008; Mattiello et al., 2010). Los resutados de este trabajo muestran que
las oxidorreductasas son una de las categorian con mas representantes entre los
genes inducidos, sugiriendo que es necesaria la eliminacién de ROS. Sin embargo, las
oxidorreductasas, principalmente peroxidasas, también son los genes mas
representados entre los reprimidos, sefialando que los genotipos empleados tratan de

disminuir la produccién de ROS.

Otro de los efectos caracteristicos del aluminio es la inhibicion de la elongacion de la
raiz. Esta inhibicion se ha asociado a una mayor deposicién de lignina en genotipos de
trigo sensibles al aluminio (Sasaki et al., 1996). Para contrarestar, los genotipos
tolerantes tratan de distender la pared celular mediante la expresion de (B-glucosidasas
e hidrolasas (Guo et al., 2007; Houde and Diallo, 2008). Las transferasas se han
relacionado tanto con la elasticidad de la pared celular (glucosil-trasnferasas) (Houde
and Diallo, 2008) como con la acumulacién de lignina (O-metiltrasferasas) (Mattiello et
al., 2010). En este trabajo las transferasas eran la segunda categoria de genes
inducidos mas representada, la mayoria de las cuales eran glicosil-transferasas (figura
11 -resultados-). Por otra parte, tres de las cuatro primeras categorias de genes
reprimidos eran genes relacionados con la elasticidad de la pared celular, B-
glucosidasas e hidrolasas, sefialando nuevamente que su comportamiento es similar al

de trabajos previamente mencionados.

A grandes rasgos Yy teniendo en cuenta todas las categorias en conjunto, parece que la
induccion y represion de genes va dirigida a hacer frente al estrés (modificando la pared
celular, reduciendo el estrés oxidativo, etc.) y a evitar malgastar energia en procesos no

esenciales (aclimatacion al frio, vernalizacion, etc.). Estos resultados coinciden con lo
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publicado en otros estudios de respuesta al aluminio (Milla et al., 2002; Mattiello et al.,
2010). Sin embargo, hay que tener en cuenta que en la respuesta al aluminio actdan
genes de dos tipos: genes de tolerancia y genes de respuesta al estrés (Houde and
Diallo, 2008). Ambos tipos se inducen en presencia de aluminio, pero su patron de
expresion difiere; los genes de respuesta al estrés por aluminio se expresan en mayor
medida en los genotipos sensibles, mientras que los de tolerancia lo hacen en los
genotipos tolerantes (Mattiello et al., 2010). Cuando se analiza la respuesta al aluminio
de un Unico genotipo, no siempre es facil distinguir un tipo del otro, ya que los genes de
respuesta a estrés son capaces de aliviar efectos directos e indirectos del aluminio,
como la pérdida de elasticidad de la pared celular, la deficiencia de fosfato, el estrés
oxidativo, etc. (Guo et al., 2007; Houde and Diallo, 2008; Mattiello, et al., 2010). No
obstante, si se trata de un gen cuyo efecto también podria aliviar de un estrés diferente
(boro, sequia, etc.), probablemente es un gen de respuesta a estrés. Cabe destacar que
como estos genes ayudan a detoxificar y combatir el estrés oxidativo y otros efectos de
la toxicidad por aluminio, también podrian usarse para la mejora genética de cereales
(Ezaki et al., 2000; Basu et al., 2001).

Se escogieron doce candidatos entre los genes inducidos 210 “fold-change”. Entre ellos,
varios “Probe ID” estaban repetidos, TA54169 4565 (ABA-responsive protein) tres
veces y TA88472_ 4565 (Cadmium tolerant) cuatro, y otros con diferente “Probe ID”
parecian ser el mismo gen. Debido a que entre ellos los niveles de expresién eran
similares, se consider6 como un indicio de que esos genes no eran artefactos
experimentales, ni su nivel de expresion era debido al azar. Finalmente, los doce “Probe
ID” se agruparon en seis candidatos: bHLH51, CDT1, MDR4, Harpin, Aqua y ABA.

Los seis genes candidatos estaban inducidos al menos 1024 (2'°) veces mas en
presencia de aluminio que en su ausencia en alguno de los genotipos hibridados con el
“microarray”. Ante esta diferencia abismal de expresion, se decidid comprobar si se
trataba de una respuesta generalizada en centeno. Para ello, se midié su expresion y la
del conocido gen relacionado con la tolerancia al aluminio ALMT1, en dos genotipos
diferentes de centeno, uno sensible al aluminio (389) y el otro tolerante (390). Los siete
genes estudiados se inducian en presencia de aluminio, sin embargo, los seis
candidatos se inducian considerablemente mas en el genotipo sensible que en el
tolerante, a diferencia de ALMT1, cuya induccién era mayor en el el genotipo tolerante
(figural3 -resultados-). Segun Mattiello y su grupo (2010) estos resultados parecen

indicar que los seis candidatos no son genes de tolerancia al aluminio, sino genes de
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respuesta a estrés por aluminio. Los niveles de induccion tan elevados en los genotipos
sensibles probablemente sean un intento de aliviar los efectos del aluminio (Guo et al.,
2007; Houde and Diallo, 2008).

Sasaki y sus colaboradores (2002) describieron el homélogo de MDR4 en trigo, MDRL1.
Su expresién también se induce en raiz en presencia de aluminio. A diferencia de
centeno, se expresa en cultivares tolerantes y sensibles, pero la concentracion
requerida para esta induccion es menor en cultivares sensibles, indicando que la
acumulacion de su mRNA esté asociada a la toxicidad por aluminio y no a la tolerancia.
Esta afirmacion se corresponde con los datos obtenidos en el andlisis del “microarray”.
Por otra parte, MDR1 pertenece a la superfamilia de transportadores ABC, que ya ha
sido relacionada con la respuesta a estrés por aluminio previamente (Guo et al., 2007).
Ademas, Sasaki y su grupo vieron que la deficiencia de calcio también inducia la
expresion del gen, y sugirieron que la ruptura de la homeostasis de calcio debida a la
toxicidad por aluminio podria ser el inductor del gen, lo cual confirmaria que la funcién

de MDR1 es aliviar efectos indirectos del aluminio.

Con la intencion de estudiar el papel de los seis genes candidatos en Arabidopsis, se
buscaron sus homélogos en esta especie. Se analizaron sus patrones de expresion en
el “Arabidopsis eFP Browser” (BAR) y se decidid que los seis eran adecuados para
continuar su estudio, en tres de los casos porque la expresibn maxima del gen se
detectaba en raiz, y en el resto porque se creyd que la funcién o la localizacion celular
podrian estar relacionadas con la tolerancia al aluminio (tabla 10 -resultados-). Se
comprobd que todos los genes candidatos tuvieran expresion en la raiz, a pesar de que

para alguno de los seis no fuera el lugar de expresion maxima.

Las lineas bHLH51, CDT1, HIN1, LEA y Aqua sembradas en el medio de Ryan
mostraron un tamafio inferior al de Columbia independientemente de la concentracién
de aluminio. Esto parecia indicar que ninguna de ellas participa en la tolerancia al

aluminio.

Al tratarse de genes candidatos expresados en raiz, que se sobreexpresaban en
presencia de aluminio (al menos en centeno), pero que no parecian tener un papel en la
tolerancia al aluminio, se decidié indagar sobre su posible funcion mediante el analisis
de su expresion en Arabidopsis bajo diferentes condiciones. Se utiliz6 el programa

“GEO Profiles” (NCBI) y se miré el efecto de distintos estreses no sélo en las cinco

117



Discusidn y conclusiones

lineas de T-DNA estudiadas, sino en los siete candidatos originales: bHLH51, CDT1,
MDR4, HIN1, LEA, Aquay ABA (tabla 1 -material y métodos-).

A pesar de que no se trabajé con la linea MDRA4, su fenotipo ya habia sido descrito. Es
un mutante de insercion de T-DNA con la flexiébn gravitrépica y elongacion de la raiz
reducidas, y tiene menor formacién de raices laterales. La menor elongacion de la raiz

depende de la intensidad de la luz y de la sacarosa (Terasaka et al., 2005).
En la tabla 13 se resume la caracterizacion de los genes candidatos en varios trabajos.

CDT1 no aparecia en ninguno de los trabajos, es méas, no habia ningun estudio en la
base de datos “GEO Profiles” en el que apareciera. Parece tratarse de un gen muy poco
estudiado. CDT1 (Cadmium tolerance 1) es una pequefia proteina, de 49 aminoacidos,
que se sitba en las membranas citoplaméaticas y en la pared celular. Es rica en cisteinas
(11 residuos conservados respecto a sus homaélogos en arroz y Digitaria), residuos que
se encuentran en alto porcentaje en componentes que participan en la detoxificacion de
metales pesados, como fitoquelatinas y metalotioneinas. Se cree que esta proteina

confiere tolerancia al cadmio, mediante su quelacion (Matsuda et al., 2009).

Por otro lado, Aqua es un gen cuya expresion a penas varia en diferentes condiciones;
ademas de los diferentes estreses arriba mencionados se mird su expresion en hojas en
respuesta a afidos o a estrés oxidativo, en raiz tratada con luz roja y en plantas tratadas
con péptidos inductores de necrosis y etileno, y su nivel de espresion fue siempre muy
similar. El analisis in silico de los candidatos (tabla 9 -resultados-) indic6 que Aqua
pertenece a la familia TIP (Tonoplast Intrinsec Proteins). Estas proteinas facilitan el
transporte de agua y pequefias moléculas, como CO,, H.O, 0 amonio, a través de la
membrana de la vacuola. Se les atribuyen roles en la homeostasis celular y el
sefialamiento (Maurel et al., 2009). Los miembros de esta familia se expresan en tejidos
especificos y fases del desarrollo concretas, lo cual explica que no se expresara en
ninguna de las condiciones analizadas en este trabajo. Aqua pertecene al subgrupo TIP
3;1 (aTIP), que se encuentran presentes en las vacuolas de almacenamiento de
proteinas (Jauh et al., 1999; Paris et al., 1996), y se acumulan durante la maduracion

del embrion y la germinacion de la semilla (Hunter et al., 2007).

Tanto CDT1 como Aqua presentaban caracteristicas que los convertian en candidatos
aptos a genes de respuesta al aluminio; capacidad de detoxificar metales pesados y

participacion en la homeostasis celular, respectivamente. No obstante, sus respectivos
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mutantes de insercion de T-DNA en Arabidopsis no mostraron una respuesta diferencial

en presencia de aluminio, lo cual los descarté como candidatos.

De los datos de las tablas 10 (resultados) y 13 (discusion) puede deducirse que
bHLH51, MDR4, HIN1, LEA y ABA son genes que se inducen bajo diferentes
circunstancias y probablemente participan en la respuesta a diversos estreses. Ademas,
sus correspondientes mutantes de insercion de T-DNA no tuvieron diferencias en la
reduccion del crecimiento respecto al control en presencia de aluminio. Estos datos
sugieren que posiblemente no sean genes de tolerancia al aluminio. Sin embargo,
podria tratarse de genes de respuesta a estrés, lo cual se corresponde con los
resultados obtenidos para sus homaologos en centeno.

En Arabidopsis bHLH51 forma parte de una superfamilia de factores de transcripcion
que se unen al DNA en forma de dimeros. Son capaces de formar tanto homodimeros
como heterodimeros, lo que les proporciona el potencial para participar en muchas
interacciones, capacitdndolos para regular diferentes programas transcripcionales
(Toledo-Ortiz et al., 2003). Se cree que MDR4 podria ser un transportador constitutivo
de auxinas implicado en la homeostasis celular de auxinas (Cho et al., 2012). HIN1 y
LEA participan en la respuesta hipersensible provocada por una cepa avirulenta del
virus del mosaico del pepino (CMV), y los transcritos de HIN1 se acumulan de manera
asociada a la senescencia que provoca en las hojas (Zheng et al., 2004; Zheng et al.,
2005). ABA posee un dominio GRAM, que se encuentra en glucosiltranferasas,
miotubulinas y otras proteinas asociadas a membrana. A pesar de que las funciones de
la mayoria de estas proteinas GRAM se desconocen, exhiben patrones de expresion
diferentes dependiendo del tejido y ante diversos estreses bidticos y abioticos. Se
piensa que cada miembro podria estar especializado en un tipo de tejido o estrés y

regularia la sefializacion hormonal (Jiang et al., 2008).
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Tabla 13: Factores que inducen la expresion de los genes candidatos en Arabidopsis. Se indica si se induce (), el nivel de induccién
(bajo=|, o alto=1), o si se reprime (R). Los guiones sefialan falta de datos. En algunos casos la expresion no varia (=). Los resultados sobre
oligomicina, frio, nitrégeno, peroxido de hidrogeno, acido salicilico, retenona, cloranfenicol y flagelina se obtuvieron del estudio “Abiotic
stress-inducing agents on suspension cell cultures”(Lister et al., 2004; Clifton et al., 2005); los de estrés salino de “Whole seedling roots
response to salinity stress: time course’(Dinneny et al., 2008); los de hipoxia de “Hypoxia effect on seedlings”(Branco-Price et al. 2005); los
de estrés hidrico de “mRNA translation and dehydration stress”(Kawaguchi et al., 2005); los de estrés luminico de “High light stress effect on
cell suspension cultures containing functional chloroplasts”’(Gonzalez-Pérez et al., 2011); los de selenato de “Selenate effect on roots”(Van

Hoewyk et al. 2008); y los de deficiencia de fosfato de “Phosphate deficiency effect on roots: time course” (Lin et al, 2011).

Factor bHLH51 CDT1 MDR4 HIN1 LEA Aqua ABA
Oligomicina I - I = 1] = =
Frio (10°C) I -
N2 I -
H20:2
Ac. salicilico
Retenona
Cloranfenicol = - = =
Flagelina - = = = = 1
Estrés salino = - R. (con el [l = = | (méas a 1h)
tiempo)
Hipoxia I - I I ) = 11
Estrés
hidrico
Estrés
luminico
Selenato = - I = = = I
Deficiencia
Pi

= - = = R = IT

= - | (alas 24h) = = = =
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Los seis candidatos tienen funciones en Arabidopsis que podrian estar relacionadas con
la respuesta al estrés por aluminio, y sin embargo, sus mutantes de insercién de T-DNA
no mostraban una respuesta diferente en presencia de aluminio (figura 16 -resultados-).
Esto podria deberse a que existe redundancia génica. Por ello, se mir6 si bHLH51,
CDT1, MDR4, HIN1, LEA, Aqua y ABA eran genes de copia unica en “Conserved
Orthologs in Plants (Arabidopsis Single Copy Genes)”. Resulté que todos eran genes de
copia Unica, excepto CDT1 (probablemente porque es un gen no caracterizado). Por lo
tanto, la ausencia de un fenotipo de sensibilidad al aluminio en los mutantes de
insercion de T-DNA podria estar causada porque exista otro gen que complementa su
funcion o porque en Arabidopsis es otro gen el que la cumple (y no el homoélogo del gen
de centeno).

Tomando en conjunto los datos obtenidos sobre los seis candidatos tanto en
Arabidopsis como en centeno, todo apunta a que se trata de genes de respuesta al
estrés por aluminio y no de genes de tolerancia. Sin embargo, dada su capacidad para

aliviar los efectos del aluminio, podrian emplearse para mejorar la tolerancia.

Cribado de lineas trasngénicas en medio de cultivo con aluminio

Se disponia de una coleccién de lineas transgénicas pertenecientes al Proyecto
Transplanta. Cada una de ellas sobreexpresaba un factor de transcripcion cuya
expresion estaba regulada por un promotor inducible por estradiol. Teniendo en cuenta
la participacién de los factores de transcripcion STOP1 (luchi et al., 2007), ART1 (Yamaiji
et al.,, 2009) y WRKY46 (Ding et al., 2013) en la tolerancia al aluminio, el estudio de la

respuesta al aluminio de esta coleccion de mutantes era muy prometedor.

Sin embargo, el aluminio es un elemento con una quimica compleja y un
comportamiento dificil de estudiar incluso en las disoluciones més sencillas (Kinraide et
al., 1991). Los cationes de aluminio tienden a unirse a compuestos organicos e
inorganicos cargados negativamente, como PO.*, SO4*, F entre otros (Delhaize and
Ryan, 1995), causando problemas de gelificacion, gradientes de concentracion,
precipitacion del aluminio, etc. al interaccionar con los componentes del medio de

cultivo.
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Hubo bastantes problemas de este tipo y costé mucho conseguir un medio de cultivo
que sirviera para ver diferencias entre genotipos sensibles y tolerantes al aluminio
comparando la longitud de las raices. Se probaron muchos medios diferentes y
variaciones, y finalmente el medio descrito por Ryan y su grupo (2007) parecidé dar
buenos resultados. Este medio se comprobé comparando el crecimiento de las raices
de un conocido mutante sensible al aluminio, aimtl KO (Hoekenga et al., 2006), con el
de Col a diferentes concentraciones de aluminio (0, 400, 500 y 600 pyM) y se obtuvieron
diferencias significativas al comparar tanto el crecimiento total como la proporcion de

reduccion del crecimiento (figura 15 -resultados-).

De entre las 208 lineas Transplanta se escogieron doce candidatos que mostraban
diferencias respecto a Col en presencia de aluminio mediante los cribados iniciales en
los medios de Ezaki y Ryan. Consultando los resultados de otros grupos que trabajan
con lineas Transplanta, se eligieron tres genes de los doce, que parecian no responder
a otros estreses. Con esto se pretendié que hubiera mas probabilidades de que los

genes estuvieran relacionados Unicamente con la respuesta al aluminio.

El estradiol afecta al crecimiento de las plantas (Shore et al., 1992). Para evitar
problemas de este tipo que dificultaran el andlisis de los resultados, se pidieron las
lineas de insercibn de T-DNA de los tres genes candidatos y se analizd6 su

comportamiento en presencia de aluminio y sin el estradiol y sus posibles efectos.

- Related to Apetala 2.3 (RAP2.3).

En este trabajo se estudié este gen empleando dos lineas de insercion de T-DNA
diferentes: C14 y RAP2.3. Se mir6 la elongacion de la raiz a diferentes
concentraciones de aluminio. La linea C14 mostré siempre un crecimiento similar
al de Col (figura 19 -resultados-), mientras que la linea RAP2.3 presentd un
escaso crecimiento independientemente de la concentracion de aluminio
utilizada (figura 20 -resultados-). Esta diferencia entre los fenotipos de las dos
lineas podria deberse al lugar de la insercion del T-DNA, en el promotor en C14
y en un exon en RAP2.3. Es posible que la insercion en el promotor apenas
afecte a la expresion del gen, mientras que la insercion en el exén reduce la

expresion al 50% en este caso.
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Teniendo en cuenta que el pequefio tamafio de las plantas de la linea RAP2.3
era independiente al aluminio, se decidi6é estudiar si era debido al pH acido. Se
sembraron RAP2.3 y Col a diferentes pHs, y a pesar de que RAP2.3 siempre era
de menor tamafio, la proporcion de reduccién del tamafio al acidificarse el medio
era la misma en las dos lineas (figura 21 -resultados-). Por lo tanto, RAP2.3 no

es particularmente sensible al pH acido.

RAP2.3 un factor de respuesta a etileno (ERF) que se localiza en el nicleo y
funciona como activador transcripcional a través de cajas GCC (Buttner et al.,
1997). Es parte de la ruta de sefalizacion de etileno (asociado a la respuesta a
patégenos) y su sobreexpresion en tabaco confiere resistencia a H.O, y estrés
por calor (Ogawa et al., 2005). Segun “Arabidopsis eFP Browser” es un gen que
se induce solamente por heridas en las hojas y por pH &cido en el apice de la
raiz. El programa “GEO Profiles” muestra que los distintos factores que inducen
su expresion son el etileno, la sal, la retenona, el nitrdgeno y el selenato en

hojas; mientras que la hipoxia y la flagelina la reprimen.

Parece tratarse de un gen que cumple muchas funciones. Quiza al silenciarse
parcialmente su expresion, como en la linea RAP2.3, se estén afectando
distintos procesos que participan en el desarrollo de la planta, y esto podria
causar una reducién del tamafio incluso en ausencia de estreses exdgenos. De
este modo, el hecho de que su tamafio no varie al aumentar la concentracion de
aluminio no significaria que la linea es tolerante, sino que su tamafio no se

reduce mas porque ya ha alcanzado el tamafio minimo para ser viable.

-Transmembrane Domain Ring H2.

Para el estudio de este gen se utilizé la linea de insercion de T-DNA que se llamoé
JVC41. Se analizé su crecimiento a distintas concentraciones de aluminio, y en
general presentdé un comportamiento bastante similar al de Col (figura 22 -

resultados-).

Se trata de un gen que codifica una proteina implicada en el transporte de
proteinas a las vacuolas de almacenamiento de proteinas (Park et al., 2005). Es
un gen cuyos niveles de expresion son bastante constantes; s6lo muestra una

ligera induccion debido a altas temperaturas (38°C) en la base de datos
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“Arabidopsis eFP Browser”, e induccidon de su expresion por etileno y respresion

de ésta en la raiz por selenato, segun el programa “GEO Profiles”.

La ausencia de un fenotipo de sensibilidad al aluminio podria deberse a que el
gen no participa en la respuesta a este metal o a que su efecto es compensando
por algin gen homdlogo. Sin embargo, otra explicacion probable es que la
insercion de T-DNA en el promotor no afecte a la expresion del gen, como
también paso en el caso de la linea C14.

- Dehydration-Responsive Element Binding Protein 2 (DREB2A).

Se emplearon dos lineas de insercion de T-DNA para el andlisis de este gen,
JVC51A y JVC51D, cuyas inserciones estaban en el 3'UTR y en la region
promotora, respectivamente. Ambas lineas mostraron un mayor crecimiento que
Col, mas evidente a medida que aumentaba la concentracién de aluminio (figura

23 -resultados-).

El hecho de que las dos lineas tuvieran un fenotipo similar le daba peso a la idea
de que las inserciones estaban afectando a la expresion del gen. Mediante PCR
semi-cuantitativa se comprobé que se trataba de lineas “knock down” y que el

aluminio inducia la expresion del gen (figura 24 -resultados-).

DREB2A es un factor de transcripcién que en condiciones normales esta inactivo
y necesita una activacién postraduccional para unirse a elementos de respuesta
a deshidratacién (DRE) que actlan en cis, y activar genes de respuesta a estrés
por sequia, salinidad y calor (Sakuma et al., 2006; Sakuma et al., 2006). También
se le ha relacionado con la aclimatacion al frio (Maruyama et al., 2009) y la
senescencia (Vainonen et al., 2012). Es una proteina que se relaciona con varios
estreses, y tanto “Arabidopsis eFP Browser” como “GEO Profiles” muestran que
se induce por numerosos factores y circunstancias: necrosis, selenato, hipoxia,
deshidratacion, sal, H.O-, calor, deficiencia de sulfato, frio, estrés osmatico, etc.
Recientemente, se ha descrito que la expresién heter6loga de un factor de
transcripcion del tipo DREB2 truncado de Eremosparton songoricum proporciona

resistencia a estrés abittico en tabaco y levadura (Li et al., 2014).
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Su participacion en la respuesta a humerosos estreses, que su expresion se
induzca en presencia de aluminio y que lineas con su expresion reducida ya
muestren diferencias de crecimiento, son evidencias que sefialan hacia una
posible participacién en la respuesta al aluminio. Al ser un gen que participa en la
respuesta a diversos estreses puede que su funcién esté mas relacionada con la
respuesta a estrés que a la tolerancia al aluminio. Ademas, considerando que
cuando se reduce su expresion, las plantas parecen ser mas tolerantes, es
probable que se trate del represor de alguna ruta de respuesta al estrés por

aluminio.

Identificacion y caracterizacion de genes relacionados con la

tolerancia al aluminio en centeno

Se obtuvieron secuencias parciales de genes de las familias ALMT, MATE, ABC y
NRAMP, a partir de cebadores disefiados en homdlogos ya descritos en trigo, arroz y
Brachypodium (Delhaize et al., 2007, Huang et al., 2009, Xia et al., 2010).

Se secuenciaron fragmentos de los genes ALMT2, ALMT3, ALMT4, ALMT5 y ALMT6 de
la familia ALMT; SCMATE2 de la familia MATE; STAR1 y STAR2 de la familia ABC; y
NRAMP1 de la familia NRAMP. En casi todos los casos se obtuvieron secuencias que
no comprendian un marco de lectura completo, por lo que no fue posible analizar las
relaciones filogenéticas de cada familia. Sin embargo, al introducir las secuencias en la
aplicacion Blast del NCBI, todas ellas mostraban una identidad nucleotidica superior al

80% con la secuencia utilizada para disefiar sus cebadores.

Se consiguiod localizar SCALMT2 en el brazo largo del cromosoma 2; SCALMT4 en el
brazo corto del cromosoma 3; y SCMATEZ2 en el brazo largo del cromosoma 1. Las tres
localizaciones coinciden con lo esperado segun las de sus hipotéticos ortélogos y las
relaciones de sintenia existentes entre centeno, trigo, cebada, Brachypodium y arroz

(The International Brachypodium Initiative, 2010; Martis et al., 2013).

Los cebadores para obtener la secuencia de SCALMT2 se disefiaron a partir de la
secuencia de AetALMT2, cuyo homdlogo mas cercano es HVALMT1 (Delhaize et al.,

2007). La localizacion de HVALMTL1 es el cromosoma 2 de cebada (Gruber et al. 2010),
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el cual es casi completamente sinténico con el cromosoma 2 de centeno (Martis et al.,
2013), donde se ha localizado SCALMT2.

De manera similar, la secuencia de ScALMT4 se amplific6 mediante cebadores
disefiados a partir de OsALMT1 (Delhaize et al., 2007), gen situado en el cromosoma 1
de arroz. El cromosoma 1 de arroz es sinténico con parte del cromosoma 2 de
Brachypodium (The International Brachypodium Initiative, 2010), gran parte del cual es
sinténico con el cromosoma 3 de centeno (Martis et al., 2013), donde se ubica
ScALMTA4.

De estos dos genes de centeno, Unicamente SCALMT4 coincide con la localizacion de
un QTL de tolerancia al aluminio, Alt2. Ese QTL es capaz de proporcionar tolerancia al
aluminio por si mismo en triticale, y esta relacionado con la secrecion de &cidos

organicos (Ma et al., 2000). Por ello, parece un buen candidato para seguir estudiando.

El disefio de los cebadores para la caracterizacion de SCMATE2 se hizo a partir de las
secuencias de BdFRDL2 y OsFRDL2. Sin embargo, en 2010 Yokosho y sus
colaboradores describieron dos homologos de los genes HVAACT1 y OsFRDL2 en
centeno: ScFRDL1, cuya expresion no se induce por aluminio pero si por deficiencia de
hierro, y ScFRDL2, cuya expresién aumenta en presencia de aluminio pero no por
deficiencia de hierro. El primero se relacion6 con nutricion de hierro y el segundo con la
tolerancia al aluminio, ambos mediante la secrecién de citrato. No obstante, parece que
el gen ScFRDL1, localizado en el cromosoma 7, contribuye a la tolerancia al aluminio en
algunos cruzamientos. Aunque, irénicamente, el aluminio induce su expresién en la
linea sensible Riodeva y no en el cultivar tolerante Ailés (Silva-Navas et al., 2012). En
trigo, también se ha comprobado que el gen ortélogo (TaMATE1) contribuye a la

tolerancia en algunos cultivares brasilefios (Tovkach et al., 2013).

El gen descrito en este trabajo, SCMATEZ2, tiene una identidad nucleotidica del 99% con
el gen ScFRDL2. Para comprobar que se trataba del mismo gen, se mird la expresion
de SCMATE?2 y al igual que la de ScCFRDL2, se induce en presencia de aluminio (figura
28 -resultados-). El hecho de que el aluminio induzca la expresion del gen podria sugerir
un posible papel de éste en la respuesta al aluminio. No obstante, SCMATE?2 se localiza
en el brazo largo del cromosoma 1 (figura 27 -resultados), por lo que no co-localiza con
ninguno de los QTL de tolerancia al aluminio descritos hasta hoy. Asi mismo, cabe
destacar que el ortélogo de SCMATE2 es OsFRDL2, localizado en el cromosoma 10 de

arroz (sinténico con parte del cromosoma 1 de centeno), y no el gen descrito en esta
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especie relacionado con la tolerancia al aluminio, OsFRDL4 (Yokosho et al., 2011).
Recientemente, se ha descrito que la expresiéon de OsFRDL2 en Arabidopsis provoca
mayor sensibilidad a patégenos y estrés (Tiwari et al.,, 2014). Estas evidencias nho

apoyan que SCMATE?2 se trate de un gen de tolerancia.

Se estudié la expresion del gen ScCSTARL en centeno y los resultados apuntan a que es
un gen inducible por aluminio, lo cual significa que su patrén de expresion se asemeja
mas al de arroz (Huang et al., 2009) que al de Arabidopsis (Huang et al., 2010). El
hecho de que su expresidbn se induzca en presencia de aluminio y de que sus
homdlogos tengan un papel en la tolerancia al aluminio incita a pensar que ScSTAR1
pueda tener un papel en la respuesta al aluminio. Sin embargo, algunos estudios
indican que los transportadores ABC se inducen en mayor medida en los genotipos
sensibles (Guo et al., 2007), y por lo tanto, su funcién estaria mas relacionada con la

respuesta al estrés por aluminio que con la tolerancia a este metal.

Los nueve genes caracterizados se buscaron en el “microarray”. Solamente SCALMT5 y
ScSTAR1 estaban presentes, y dado que ninguno de los dos tenia un valor FDR
(RankProd) -filtro de fiabilidad utilizado en este trabajo- significativo, no se pudieron
analizar sus niveles de expresién en diferentes genotipos en presencia de aluminio

respecto a su ausencia.

En resumen, a pesar de los problemas experimentados al usar un “microarray” de trigo
para estudiar la expresién de genes en centeno y a la hora de poner a punto los medios
de cultivo, a lo largo de este trabajo se han encontrado varios candidatos que podrian
tener un papel en la tolerancia al aluminio: SCALMT4 que se localiza en el mismo brazo
cromosomico que un QTL de tolerancia de centeno, ScSTAR1 que se induce en
presencia de aluminio y cuyos homologos en Arabidopsis y arroz participan en la
respuesta a este metal, y DREB2A, cuya inhibicion parcial hace que Arabidopsis
responda mejor a la presencia de aluminio. Estudios adicionales de complementacion
de la funcién de mutantes KO de Arabidopsis con el gen de centeno podrian confirmar
su participacion en la tolerancia al aluminio en los casos de SCALMT4 y ScSTARL. El
andlisis de la expresién de genes relacionados con la tolerancia al aluminio en mutantes
qgue no expresen DREB2A o que lo sobreexpresan podria exclarecer si este gen es un

represor de la tolerancia al aluminio.
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Conclusiones

1. La mayoria de los genes inducidos con un “fold-change” 210 son genes relacionados

con la respuesta a patdgenos, respuesta a estrés ambiental y transferasas.

2. Mas de la mitad de los genes reprimidos estan relacionados con el estrés oxidativo y
la remodelacion de la pared.

3. A grandes rasgos, parece que la induccion y represion de genes va dirigida a hacer
frente al estrés (modificando la pared celular, reduciendo el estrés oxidativo, etc.) y a
evitar malgastar energia en procesos no esenciales (aclimatacién al frio, vernalizacion,

etc.).

4. El nimero de genes tanto inducidos como reprimidos en Chinese Spring y/o la linea
de adicion 6R eran mas del triple que en la linea de adicion 3R. Esto podria deberse a
gue la linea de adicion 3R sea considerablemente mas tolerante al aluminio que la 6R y

Chinese Spring.

5. Los seis genes candidatos del “microarray”, con un “fold-change” 210 en Chinese
Spring y/o la linea de adicion 6R debido a la presencia de aluminio, parecen tratarse de
genes de respuesta al estrés por aluminio, considerando los resultados obtenidos tanto

en Arabidopsis como en centeno.

6. A partir del cribado de lineas transgénicas se ha encontrado el gen DREB2A, que

posiblemente se trate de un represor de una ruta de respuesta a estrés por aluminio.

7. DREB2A se induce en presencia de aluminio, y su inhibicion (parcial) parece conferir

cierta tolerancia a este metal.

8. Entre los genes caracterizados en centeno a partir de homélogos de otras especies,

ScALMT4 y ScSTAR1 podrian jugar un papel en la tolerancia al aluminio.

9. SCALMT4 se localiza en el mismo brazo cromosémico que el QTL de tolerancia al

aluminio Alt2.

10. ScSTAR1 induce su expresion en presencia de aluminio y juega un papel en la

tolerancia al aluminio en arroz y Arabidopsis.
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11. Los mejores candidatos para estudiar mas en profundidad son DREB2A, SCALMT4 y
ScSTARL.
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Anexo 1:

Listado de genes inducidos en presencia de aluminio, expresados con una diferencia de >10 fold respecto al control sin aluminio en al menos uno de
los genotipos. Se muestra el “fold-change” (Fold), “log signal A” (log) y el “FDR(RankProd)” (FDR) de cada gen en 3R, 6R y Chinese Spring, Probe
ID, GO term, Descripcién, mejor Blast de arroz, media de los fold en los distintos genotipos, proporcién del fold de cada genotipo respecto a la media
y en cudles de los genotipos el fold es >10 (3R, amarillo; 6R, verde; y Chinese Spring, azul). Los genes elegidos para un andlisis mas profundo
aparecen el rosa.

Fold Fold Fold
Fold | log FDR | Fold | log FDR Fold log FDR GO term GO term GO term Best Rice media 3R/ 6R/ Cs/

ProbelD Description BLAST Fold | media | media | media

3R | 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | CS | CS | CS Process | function | component Inducido >10
Fold | Fold | Fold

Index

050840331800
BLN1-1 (BIn1-1) (36.6)

246 [1042] 914 | o | 946 | 855 | 000087 [ 1147 | 928 | 0 V772025 i . : gene [Hordeum | 0s1090137300 | 44 35000 | 100676 | 091401 | 1,07923 | 3R cs
vulgare subsp. (34.7)

vulgare] 0s0890331000

(30.4)

Glutathione S-
transferase
728 | 63 | 8,94 | 000244 | 12,4 | 924 |0,00049 | 10,83 | 945 | 0,00075 | DR741563 - - - (Béfsﬁggﬁ;g:]‘;m 0s10g0525600 | 9,74333 | 0,64660 | 1,24187 | 1,11153 6R | CS
(Thioredoxin_like

Superfamily)

Phosphoenolpyruvat
e carboxykinase
1939 | 7,1 | 11,03 | 0,00152 [ 12,62 | 11,57 | 0,00050 | 11,86 | 12,1 | 0,00036 | TA70104_4565 - - - (ATP) [Aegilops 0s0390255500 | 10,52667 | 0,67448 | 1,19886 | 1,12666 6R | CS
tauschii]
(PEPCK_HprK)

Polygalacturonase
3424 1 9,01 0 8,46 | 9,02 |0,00078 | 7,69 | 10,19 | 0,00240 | TA95904_4565 - - - inhibitor [Triticum | Os05g0104700 | 9,05000 | 1,21547 | 0,93481 | 0,84972 | 3R
urartu]

Putative cinnamyl
alcohol
3577 | 7,3 | 833 | 0,00061 [ 13,21 | 10,04 | 0,00053 | 14,48 | 9,74 0 TA73486_4565 - - - dehydrogenase 1 | Os10g0194200 | 11,66333 | 0,62589 | 1,13261 | 1,24150 6R | CS
[Aegilops tauschii]
(MDR)

Triticum aestivum
3790 | 6,43 | 8,98 | 0,00158 | 7,14 | 10,41 | 0,00533 | 14,56 | 11,03 0 CK202278 - - - MRNA for - 9,37667 | 0,68574 | 0,76146 | 1,55279 Cs
glycosyltransferase

(a1 gene)

predicted protein
4457 | 4,05 | 10,48 | 0,01526 | 10,86 | 11,27 | 0,00081 | 6,03 | 11,34 | 0,00914 TC333195 - - - [Hordeum vulgare - 6,98000 | 0,58023 | 1,55587 | 0,86390 6R
subsp. Vulgare]




Fold Fold Fold
Fold | log FDR | Fold | log FDR Fold log FDR GO term GO term GO term L Best Rice media 3R/ 6R/ Cs/ .
Index | "3 | 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | CS | CS | CS ProbelD | process | function | component |  Description BLAST Fold | media | media | media | mducido>10
Fold Fold Fold
Germin-like protein
4675 | 6,53 | 13,72 | 0,00211 | 8,93 | 13,36 | 0,00297 | 10,51 | 1341 | 0,00060 | TA53557_4565 - tai';fhi[ﬁ\(%gdgﬁsz 0s0890231400 | 8,65667 | 0,75433 | 1,03157 | 1,21409 cs
Superfamily)
thaumatin-like
protein (Triticum
5099 | 447 | 832 | 0,00878 [ 10,75| 8,63 |0,00085 | 1099 | 9,27 |0,00021 | AF442967 - aestivum) (glyooside | 4> 0630500 | 873667 | 051164 | 1,23045 | 125792 6R | CS
hydrolase family 64
and thaumatin-like
proteins superfamily)
TA105821 456 Subtilisin-like
5242 | 11,7 | 8,92 0 9,88 | 838 | 0,00116 | 841 8,6 | 0,00270 5 - protease [Aegilops | 0s0290269600 | 9,99667 | 1,17039 | 0,98833 | 0,84128 | 3R
tauschii]
predicted protein
5602 | 10,34 | 10,56 0 19,39 | 11,04 0 16,6 | 11,93 0 TA99238_4565 - [Hordeum vulgare | Os02g0567800 | 15,44333 | 0,66954 | 1,25556 | 1,07490 | 3R | 6R | CS
subsp. vulgare]
7612 [ 11,02 | 11,2 0 |3169| 1173 | 0 |3745| 1169 | 0 CJ873852 - Conserved 1 0190959750 | 26,62000 | 0,41397 | 1,19046 | 139557 | 3R | 6R | CS
hypothetical protein
harpin induced gene
8154 | 4,76 | 10,93 | 0,00684 | 9,93 | 11,48 | 0,00090 | 11,93 | 11,2 | 0,00020 | TA68555_4565 - 1 homolog [Oryza | Os04g0685300 | 8,87333 | 0,53644 | 1,11908 | 1,34448 CS
sativa]
Subtilisin-
chymotrypsin
8899 | 8,05 | 10,59 | 0,00030 | 13,38 | 11,07 | 0,00022 | 11,09 | 10,3 | 0,00076 | TA98876_4565 - inhibitor CI-1B 0s12g0437800 | 10,84000 | 0,74262 | 1,23432 | 1,02306 6R | CS
[Aegilops tauschii]
(potato_hinibit)
Triticum aestivum
8966 | 11,39 | 10,34 0 12,22 | 11,87 | 0,00080 | 8,14 | 11,82 | 0,00340 CK162115 - MRNA for - 10,58333 | 1,07622 | 1,15465 | 0,76913 | 3R | 6R
glycosyltransferase
(a1 gene)
9608 6,7 | 9,18 | 0,00082 | 14,41 | 10,03 | 0,00029 | 19,78 | 10,4 0 TA88134_4565 - - - 13,53000 | 0,49520 | 1,04287 | 1,46194 6R | CS
10429 | 2425 | 12,2 0 42,03 | 12,47 0 26,51 | 12,79 0 TAT7115_4565 - ['I'Pri?i::ouxllw?i?::u] 0s0790639000 | 30,93000 | 0,78403 | 1,35887 | 0,85710 | 3R | 6R | CS
glutathione
10523 | 4,51 | 9,67 | 0,00858 [ 12,43 | 9,96 | 0,00040 | 9,31 | 10,22 | 0,00080 | TA72806_4565 - transferase [Triticum | Os10g0530600 | 8,75000 | 0,51543 | 1,42057 | 1,06400 6R
aestivum]
predicted protein
11900 | 8,59 | 11,04 | 0,00019 [ 15,95 | 10,4 | 0,00033 | 7,66 | 11,12 | 0,00266 BQ838002 - [Hordeum vulgare - 10,73333 | 0,80031 | 1,48602 | 0,71366 6R
subsp. Vulgare]




Index

Fold
3R

log
3R

FDR

Fold

log
6R

FDR
6R

Fold
CS

log
Cs

FDR
CS

ProbelD

GO term
Process

GO term
function

GO term
component

Description

Best Rice
BLAST

media
Fold

Fold
3R/
media
Fold

Fold
6R/
media
Fold

Fold
Cs/
media
Fold

Inducido >10

12171

18,2

9,99

14,88

10,55

0,00027

9,14

11,46

0,00130

DR740180

Brachypodium
distachyon fatty acyl-
CoA reductase 1-like

(Rossmann-fold
NAD(P)(+)-binding
protein superfamily)

0s0890557800

14,07333

1,29323

1,06732

0,64946

3R

6R

12255

7,18

9,82

0,00083

10,93

10,04

0,00077

6,05

1,16

0,00903

TA49980_4565

chemocyanin-like
[Brachypodium
distachyon]
(Cu_bind_like )

0s0390709300

8,05333

0,89156

1,35720

0,75124

6R

12314

21,33

9,7

21,53

9,72

11,22

10,67

TC298541

proline-rich protein
(Triticum aestivum)

050590227600

18,02667

1,18325

1,19434

0,62241

3R

6R

CS

13219

17,05

9,49

10,82

8,79

0,00082

8,22

8,8

0,00160

TA57429_4565

T.aestivum mRNA
for a proline-rich
protein

050590226900

12,03000

1,41729

0,89942

0,68329

3R

6R

13277

3,81

7,78

0,02276

11,05

8,49

0,00086

9,08

8,66

0,00091

TC339932

BLN1-2 [Hordeum
vulgare subsp.
Vulgare]

051090137300

7,98000

0,47744

1,38471

1,13784

6R

13373

10,16

10,89

211

10,88

8,93

10,89

0,00170

CAG88352

predicted protein
[Hordeum vulgare
subsp. vulgare]

13,39667

0,75840

1,57502

0,66658

3R

6R

13512

8,78

10,44

0,00019

13,61

10,35

0,00038

6,36

11,55

0,00893

TA51171_4565

chemocyanin-like
[Brachypodium
distachyon]
(Cu_bind_like )

0s0390709300

9,58333

0,91617

1,42017

0,66365

6R

13846

7,04

10,99

0,00148

8,9

11,15

0,00268

10,33

11,67

0,00060

TA92734_4565

8,75667

0,80396

1,01637

1,17967

CS

14001

12,96

9,46

16,99

9,16

6,55

8,94

0,00800

BJ226428

Isoflavone-7-O-
methyltransferase 9
[Aegilops tauschii]
(Methyltransf_2)

0s0890169300

12,16667

1,06521

1,39644

0,53836

3R

6R

14092

10,4

84

58

8,03

0,00843

7,52

8,95

0,00340

TA57430_4565

T.aestivum mRNA
for a proline-rich
protein

050590226901

7,90667

1,31535

0,73356

0,95110

3R

14487

9,78

9,99

15,73

10,47

11,94

10,85

0,00037

AF112963

G0:000603
2,
G0:001699
8,
G0:000597
5

G0:000456
8

Cht2 chitinase Il
precursor (Triticum
aestivum)
(lysozyme_like
Superfamily)

0s0490494100

12,48333

0,78344

1,26008

0,95648

6R

CS




Index

Fold
3R

log
3R

FDR

Fold

log
6R

FDR
6R

Fold
CS

log
Cs

FDR
CS

ProbelD

GO term
Process

GO term
function

GO term
component

Description

Best Rice
BLAST

media
Fold

Fold
3R/
media
Fold

Fold
6R/
media
Fold

Fold
Cs/
media
Fold

Inducido >10

15041

12,24

9,47

14,11

9,35

0,00024

44

8,35

0,03920

AY587018

pore-forming toxin-
like protein Hfr-2
(Triticum aestivum)
(agglutinin
superfam)

10,25000

1,19415

1,37659

0,42927

3R | 6R

15672

7,03

9,44

0,00155

15,05

9,6

0,00031

8,83

10,6

0,00205

CJ808899

BURP domain-
containing protein
13-like
[Brachypodium
distachyon](BURP
Superfamily)

0s089049680

10,30333

0,68230

1,46069

0,85700

6R

15727

8,47

8,66

0,00017

12,42

9,43

0,00083

1547

9,32

TA59313_4565

protein TIFY 10A-like
[Brachypodium
distachyon](TIFY
and CCT_2 motif)

050990439200

12,12000

0,69884

1,02475

1,27640

6R | CS

16215

10,59

9,19

10,7

10,85

0,00080

7,72

1,13

0,00480

TC342333

Predicted protein
[Hordeum vulgare
subsp. Vulgare]

9,67000

1,09514

1,10651

0,79835

3R | 6R

16382

742

"7

0,00072

13,51

12,15

0,00041

10,72

12,03

0,00068

CK162597

Phosphoenolpyruvat
e carboxykinase
(ATP) [Aegilops

tauschii]
(PEPCK_HprK
Superfamily)

050390255500

10,55000

0,70332

1,28057

1,01611

6R | CS

17064

124

9,47

35,05

9,94

21,23

9,6

TAG5744_4565

thaumatin-like
protein [Triticum
aestivum] (GH64-
TLP-SF superfamily)

051290630500

22,89333

0,54164

1,53101

0,92734

3R | 6R | CS

17143

8,49

12,05

0,00020

13,38

12,93

0,00055

14,89

12,82

TA74515_4565

cadmium tolerant 1
[Miscanthus
sinensis]

0s0690143100

12,25333

0,69287

1,09195

1,21518

6R | CS

17575

9,86

9,06

0

141

10,9

0,00076

7,37

11,52

0,00564

TAG8760_4565

9,54667

1,03282

1,19518

0,77200

6R

17646

8,61

10,76

0,00020

16,43

11,42

0

314

1,12

0

TA87783_4565

Secologanin
synthase [Aegilops
tauschii] (p450)

0s0190627900

18,81333

0,45765

0,87332

1,66903

6R | CS

18553

6,33

7,98

0,00204

10,99

8,61

0,00071

15,1

9,3

TA86588_4565

glycosyltransferase
[Triticum aestivum]

050190959750

10,80667

0,58575

1,01696

1,39729

6R | CS




Index

Fold
3R

log
3R

FDR

Fold

log
6R

FDR
6R

Fold
CS

log
Cs

FDR
CS

ProbelD

GO term
Process

GO term
function

GO term
component

Description

Best Rice
BLAST

media
Fold

Fold
3R/
media
Fold

Fold
6R/
media
Fold

Fold
Cs/
media
Fold

Inducido >10

18718

4,42

7,74

0,01292

12,85

8,45

0,00056

10,27

8,41

0,00090

TC312133

G0:000635
5

G0:003052
8

G0:0005634

G0:0009536

Transcription factor
bHLH51 [Triticum
urartu](Basic helix-
loop-helix
dimerisation region
bHLH)([Posttranslati
onal modification,
protein turnover,
chaperones))

0s0190159800

9,18000

0,48148

1,39978

1,11874

6R

CS

18719

5,08

12,58

0,00745

9,87

13,39

0,00167

10,08

1347

0,00080

TAG8627_4565

8,34333

0,60887

1,18298

1,20815

CS

19213

11,34

0,00158

12,59

"7

0,00062

11,84

12,12

0,00036

TA70103_4565

Phosphoenolpyruvat
e carboxykinase
(ATP) [Aegilops

tauschii]
(PEPCK_HprK)

050390255500

10,47667

0,66815

1,20172

1,13013

6R

CS

19676

10,16

9,32

10,74

9,75

0,00117

7,35

1,13

0,00556

TAB60129_4565

metallothionein
[Triticum aestivum]
(Metallothio_2 )

0s0190149800

9,41667

1,07894

1,14063

0,78053

3R

6R

19842

8,19

8,87

0,00043

17,47

9,61

6,38

9,82

0,00795

TA60065_4565

Chitinase 1 [Triticum
urartu](GH18_chitina
se-like Superfamily)

0s1090416500

10,68000

0,76685

1,63577

0,59738

6R

20034

8,38

9,13

0,00018

6,37

10,68

0,00536

13,51

10,24

CK206223

Triticum aestivum
mRNA for
glycosyltransferase
(a1 gene)

9,42000

0,88960

0,67622

1,43418

CS

21885

6,69

9,15

0,00202

14,95

10,08

0,00026

12,06

10,13

TC330111

Subtilisin-
chymotrypsin
inhibitor-2A
[Aegilops
tauschii](Potato
inhibitor | family)

0s0190615050

11,23333

0,59555

1,33086

1,07359

6R

CS

22273

10,87

0,00279

14,48

11,83

0,00028

18,08

11,82

TA54169_4565

ABA-responsive
protein [Hordeum
vulgare] (GRAM
domain, PH like
superfamily)

051290478099

12,85333

0,46680

1,12656

1,40664

6R

CS

22478

9,85

8,89

252

9,99

24,86

10,42

TA88472_4565

cadmium tolerant 1
[Miscanthus
sinensis] (90%)

0s0690143100

19,97000

0,49324

1,26189

1,24487

6R

CS




Fold | Fold | Fold
Fold | log FDR | Fold | log FDR | Fold | log FDR GOterm | GOterm GO term L Best Rice media 3R/ 6R/ Cs/ .
Index | 3p | 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | CS | CS | CS ProbelD | process | function | component |  Description BLAST Fold | media | media | media | IMducido>10
Fold | Fold | Fold
T.aestivum mRNA
for a thaumatin-like
22771 | 1625 | 98 0 | 1349 9,83 | 000023 | 7,81 | 9,16 | 000440 | DR741149 - . 051290629700 | 12,51667 | 1,20827 | 1,07776 | 062397 | 3R | 6R
protein (GH64-TLP-
SF superfamily)
PR17d precursor
[Hordeum vulgare
subsp.
22796 | 976 | 1136 | 0 | 1378 11,28 | 0,00025 | 994 | 10,04 | 0,00086 |  U32431 - vlgare](Plant Basic | 051090490800 | 1116000 | 087455 | 1,23477 | 0,89068 6R
Secretory Protein -
BSP family-)
22929 | 8,07 | 12,73 0,00029 [ 1744 | 1257 | 0 [ 44,75 | 12,99 | 0,00052 | CJ852491 - - - 1242000 | 0,64976 | 1,40419 | 0,94605 6R | CS
Triticum aestivum
mRNA for
24381 | 591 | 86 | 000274 1322 | 893 | 000022 | 743 | 845 | 000343 | CK217341 - dycosyliansiorase - 8,85333 | 0,66755 | 149322 | 0,83923 6R
(a1 gene)
thaumatin-like
25335 (1687 | 938 | 0 | 1371 | 10,08 | 0,00030 | 841 | 9.46 | 000170 | TA59735_4565 - aﬂ;’;igﬁg&”& 05120629700 | 12,99667 | 1,29803 | 1,05489 | 0,64709 | 3R | 6R
TLP-SF superfamily)
endochitinase
25407 | 604 | 7.8 | 000226 | 17,32 | 887 0 793 | 873 | 000262 | TC292601 - m('lt;cs“g;n‘:zs‘l'i‘lfém] 0s06g0726100 | 10,43000 | 0,57910 | 1,66059 | 0,76031 6R
superfanﬁly)
predicted protein
25434 | 7,32 | 8,67 | 0,00041 | 17,25 | 9,62 0 | 1818 | 9,3 0 | TA93331_4565 - [Hordeum vulgare | 0s03g0559700 | 14,25000 | 0,51368 | 1,21053 | 1,27579 6R | CS
subsp. vulgare]
pathogenesis-related
26042 | 8,12 | 13,04 | 0,00029 | 12,72 | 12,84 | 0,00048 | 87 | 1242 | 0,00176 | DR738342 - protein [Triticum | 0300300400 | 9,84667 | 0,82464 | 129181 | 0,88355 6R
aestivum] (SRPBCC
Superfamily )
27182 | 543 | 7,74 | 0,00516 | 852 | 849 [000278 | 10,7 | 9,3 | 0,00060 | TA68765_4565 - - - 8,21667 | 0,66085 | 1,03692 | 1,30223 cs
predicted protein
27663 | 4,34 | 7,84 | 0,01475 | 10,09 | 841 | 000089 | 9,07 | 806 | 000158 | TC361150 - [Hordeum vulgare - 7,83333 | 0,55404 | 1,28809 | 1,15787 6R
subsp. Vulgare]
aquaporin TIP3-1-
27680 | 7,59 | 9,24 | 0,00063 | 2439 | 1069 | 0 | 2427 | 109 0 | TA67357_4565 - like [Setaria italica] | Os10g0492600 | 18,75000 | 0,40480 | 1,30080 | 1,29440 6R | CS
(MIP family)




Index

Fold
3R

log
3R

FDR

Fold

log
6R

FDR
6R

Fold
CS

log
Cs

FDR
CS

ProbelD

GO term
Process

GO term
function

GO term
component

Description

Best Rice
BLAST

media
Fold

Fold
3R/
media
Fold

Fold
6R/
media
Fold

Fold
Cs/
media
Fold

Inducido >10

28249

5,36

7,98

0,00563

9,23

0,00173

11

8,98

0,00050

TA59278_4565

protein TIFY 10A-like
[Brachypodium
distachyon](TIFY
and CCT_2 motif)

0s0990439200

8,56333

0,62592

1,07785

1,29622

CS

28393

4,78

9,96

0,00605

744

10,16

0,00303

10,79

9,97

0,00020

BQ838103

Conserved
hypothetical protein

050390285200

7,67000

0,62321

0,97001

1,40678

CS

30781

13,82

9,58

19,72

10,25

23,25

10,49

CV778567

Triticum aestivum
partial mRNA for
glycosyltransferase
(pglcatb gene)

0s0990549600

18,93000

0,73006

1,04173

1,22821

3R

6R

CS

31814

6,62

1,21

0,00198

14,46

12,01

0,00021

16,92

1243

TA54169_4565

ABA-responsive
protein [Hordeum
vulgare] (GRAM
domain, PH like
superfamily)

051290478100

12,66667

0,52263

1,14158

1,33579

6R

CS

33026

4,18

7,61

0,01804

8,73

8,7

0,00299

10,24

8,67

0,00070

AY666013

G0:000550
7,
G0:000905
5

Wheat cold
acclimation induced
protein 2-1
(Cu_bind_like)

0s0690681200

7,71667

0,54168

1,13132

1,32700

CS

33351

10,8

9,38

5,61

10,36

0,01575

6,41

10,08

0,00720

TAG7617_4565

cell number
regulator 2-like
[Brachypodium
distachyon] (PLAC8
superfam)

050290579800

7,60667

1,41981

0,73751

0,84268

3R

33615

3,26

7,88

0,04379

8,02

10,44

0,00292

17,65

9,99

AB055077

G0:000620
0

G0:000552
4,
G0:004262
6

G0:0016021

Wheat multidrug
resistance protein 1
homolog
(ABC_membrane
superfamily, ABC
ATPase superfamily)

0s0190695700

9,64333

0,33806

0,83166

1,83028

CS

34069

9,03

13,13

0,00021

12,46

13,05

0,00038

7,73

13,24

0,00447

TA53011_4565

pathogenesis related
protein 10 [Triticum
aestivum](Bet_v1-
like)

050390300400

9,74000

0,92710

1,27926

0,79363

6R

34072

9,4

12,82

0,00024

13,55

12,9

0,00048

7,56

13,1

0,00397

TA53077_4565

pathogenesis related
protein 10 [Triticum
aestivum](Bet_v1-
like)

0s0390300400

10,17000

0,92429

1,33235

0,74336

6R

35217

5,88

10,24

0,00222

7,66

11,11

0,00426

11,5

10,72

CJ849756

8,34667

0,70447

0,91773

1,37780

CS




Fold Fold Fold
Fold | log FDR | Fold | log FDR Fold log FDR GO term GO term GO term L Best Rice media 3R/ 6R/ Cs/ .
Index | "3 | 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | CS | CS | CS ProbelD | process | function | component |  Description BLAST Fold | media | media | media | mducido>10
Fold Fold Fold
Triticum aestivum
35632 | 9 8,83 | 0,00022 | 12,72 | 9,67 | 0,00063 | 7,67 | 10,14 | 0,00427 | CK162115 - MRNA for - 9,79667 | 0,91868 | 1,29840 | 0,78292 6R
glycosyltransferase
(a1 gene)
ABA-responsive
protein [Hordeum
36602 | 6,89 | 11,49 | 0,00151 | 14,65 | 12,57 | 0,00029 | 15,03 | 12,78 0 TA54290_4565 - vulgare] (GRAM | Os12g0478100 | 12,19000 | 0,56522 | 1,20180 | 1,23298 6R | CS
domain, PH like
superfamily)
Phenylalanine
ammonia-lyase
37177 | 6,34 | 9,74 | 0,00160 | 7.4 | 9,84 | 0,00401 | 1441 | 10,25 0 TA63230_4565 - [Aegilops tauschii] | Os04g0518400 | 9,38333 | 0,67567 | 0,78863 | 1,53570 CS
(Lyase_|_like
Superfamily)
37607 [ 10,73 | 9,36 0 10,07 | 10,21 | 0,00088 | 16,82 | 9,91 0 BJ212029 - - - 12,54000 | 0,85566 | 0,80303 | 1,34131 | 3R | 6R | CS
cadmium tolerant 1
37626 | 9,52 | 83 0 2527 | 10,12 0 28,54 | 9,91 0 TC333223 - [Miscanthus 0s0690143100 | 21,11000 | 0,45097 | 1,19706 | 1,35197 6R | CS
sinensis] (86%)
38057 | 5,80 | 112 | 0,00272 [ 1385 | 12,16 | 0,00024 [ 10,83 | 11,99 | 0,00070 |  X52472 - proline-ich protein | 60506077600 | 10,19000 | 0,57802 | 1,36918 | 1,06281 6R | CS
(Triticum aestivum)
38078 | 6,89 | 8,6 | 0,00051 | 19,04 | 9,68 0 23,75 | 9,79 0 TA89953_4565 - - - 16,56000 | 0,41606 | 1,14976 | 1,43418 6R | CS
. TAXI-l Xilanase
GO'°§°650 0000410 inhibitor (Triticum
38129 | 89 | 10,1 | 0,00013 | 10,37 | 10,13 | 0,00072 | 55 | 10,19 | 0,01447 | AB114626 GO:004549 "0 aestivum) 0s01g0937100 | 8,25667 | 1,07792 | 1,25595 | 0,66613 6R
’ 3 (pepsin_retropepsin
_like Superfamily)
PR17d precursor
[Hordeum vulgare
subsp.
38271 [ 1554 | 9,67 0 16,21 | 9,61 0 1393 | 942 0 U32431 - vulgare](Plant Basic 0s1090490801 | 15,22667 | 1,02058 | 1,06458 | 0,91484 | 3R | 6R | CS
Secretory Protein -
BSP family-)
38553 | 8,71 | 11,6 | 0,00021 | 13,856 | 11,5 | 0,00021 | 14,82 | 11,84 0 TA90276_4565 - - - 12,46000 | 0,69904 | 1,11156 | 1,18941 6R | CS
Triticum aestivum
38580 | 5,26 | 8,03 | 0,00677 | 6,39 | 9,01 |0,00884 | 11,7 | 8,64 | 0,00050 | CV763497 - MRNA for 0s0590142100 | 7,78333 | 0,67580 | 0,82099 | 1,50321 CS
glycosyltransferase
(a1 gene)
predicted protein
39156 | 7,85 | 9,91 | 0,00042 | 8,56 | 10,71 | 0,00272 | 10,34 | 10,28 | 0,00090 | TA57488_4565 - [Hordeum vulgare | Os01g0642200 | 8,91667 | 0,88037 | 0,96000 | 1,15963 CS
subsp. Vulgare]
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log
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log
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media
Fold

Fold
Cs/
media
Fold

Inducido >10

39260

7,28

10,76

0,00063

10,61

11,95

0,00079

9,45

11,38

0,00072

CJ954884

Subtilisin-
chymotrypsin
inhibitor-2A [Triticum
urartu] (Potato
inhibitor | family)

051290437800

9,11333

0,79883

1,16423

1,03694

6R

39289

8,39

10,3

0,00022

24,15

10,62

36,9

10,8

CJ834714

Secologanin
synthase [Aegilops
tauschii]
(cytochrome P450
monooxygenase
family)

0s0190627600

23,14667

0,36247

1,04335

1,59418

6R

CS

39386

3,5

78

0,03535

10,2

8,83

0,00175

7,67

8,47

0,00458

AY234333

G0:001674
7

Wheat putative
agmatine
coumaroyltransferas
e (PLN02481
Superfamily)

0s0490664600

7,12333

0,49134

1,43191

1,07674

6R

39931

8,13

8,27

0,00030

12,6

8,7

0,00060

9,92

9,06

0,00085

BT009386

Somatic
embryogenesis
receptor kinase 2
[Aegilops tauschii]
(Leucine rich repeat
N-terminal domain 2)

0s1190514500

10,21667

0,79576

1,23328

0,97096

6R

40196

7,92

8,7

0,00040

20,71

9,88

21,58

10,36

TA88472_4565

cadmium tolerant 1
[Miscanthus
sinensis]

0s0690143100

16,73667

0,47321

1,23740

1,28938

6R

CS

40715

1,1

9,48

9,64

9,75

0,00075

9,52

9,74

0,00070

TAG6702_4565

predicted protein
[Hordeum vulgare
subsp. Vulgare]

0s0190910900

10,09000

1,10109

0,95540

0,94351

3R

42136

52

8,71

0,00517

12,71

10,04

0,00051

11,37

10,24

0,00049

TA81806_4565

cadmium tolerant 1
[Miscanthus
sinensis]

0s0690143100

9,76000

0,53279

1,30225

1,16496

6R

CS

42447

10,27

1,27

30,31

12,08

41,13

11,89

CJ873852

Conserved
hypothetical protein

050190959750

27,23667

0,37707

1,11284

1,51010

3R

6R

CS

42618

3,59

7,96

0,03603

10,37

9,37

0,00149

48

8,45

0,02878

TA71278_4565

WIR1 [Triticum
aestivum]

0s0490357700

6,25333

0,57409

1,65832

0,76759

6R

42732

11,84

8,6

14,62

8,91

0,00032

7,74

8,8

0,00240

CK203276

Triticum aestivum
mRNA for
glycosyltransferase
(a2a gene)

11,40000

1,03860

1,28246

0,67895

3R

6R




Fold Fold Fold
Fold | log FDR | Fold | log FDR Fold log FDR GO term GO term GO term L Best Rice media 3R/ 6R/ Cs/ .
Index | "3 | 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | CS | CS | CS ProbelD | process | function | component |  Description BLAST Fold | media | media | media | mducido>10
Fold Fold Fold
pathogenesis-related
protein [Triticum
42812 | 6,94 | 12,16 | 0,00156 | 13,97 | 12,07 | 0,00026 | 9,56 | 12,28 | 0,00128 | DR738342 - aestivum] (SRPBCC 0s0390300400 | 10,15667 | 0,68330 | 1,37545 | 0,94125 6R
Superfamily )
42859 | 6,07 | 9,57 | 0,00273 | 11,45 | 10,33 | 0,00091 | 1344 | 10,45 0 TA95272_4565 - - - 10,22000 | 0,59393 | 1,09100 | 1,31507 6R | CS
43259 | 83 | 977 | 000017 | 961 | 1032 | 000152 | 1683 | 1053 | o | TAIOBAT2A4%0 . . . 1148000 | 0,72300 | 0,83711 | 143990 cs
hypothetical protein
43553 | 13,54 | 8,88 0 2443 | 9.1 0 33,15 | 9,52 0 TA96871_4565 - F775_32176 0s0190959750 | 23,70667 | 0,57115 | 1,03051 | 1,39834 | 3R | 6R | CS
[Aegilops tauschii]
phosphoenolpyruvat
e carboxykinase
43655 | 6,88 | 11,06 | 0,00162 | 12,33 | 11,31 | 0,00074 | 11,75 | 11,53 | 0,00051 TC355589 - [ATPHike 0s0390255500 | 10,32000 | 0,66667 | 1,19477 | 1,13857 6R | CS
[Brachypodium
distachyon]
43657 | 8,36 | 10,46 | 0,00017 | 13,35 | 10,78 | 0,00054 [ 16,06 | 11,2 0 TA85519_4565 - PUtr?:iit\i'Ceuzlr:};Xri{E]M 0s01g0864500 | 12,59000 | 0,66402 | 1,06037 | 1,27562 6R | CS




Anexo 2:

Listado de genes reprimidos en presencia de aluminio, expresados con una diferencia de <-10 fold respecto al control sin aluminio en al menos uno
de los genotipos. Se muestra el “fold-change” (Fold), “log signal A” (log) y el “FDR (RankProd)” (FDR) de cada gen en 3R, 6R y Chinese Spring,
Probe ID, GO term, Descripcién, mejor Blast de arroz, media de los fold en los distintos genotipos, proporcion del fold de cada genotipo respecto a la
media y en cuales de los genotipos el fold es <-10 (3R, amarillo; 6R, verde; y Chinese Spring, azul).

Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index 3R 3R 3R 6R 6R 6R CS | CS CS ProbelD GO Process Function | Component BLAST Description Fold | media | media | media <10
Fold | Fold | Fold
) ) ) polygalacturonase precursor, )
9016 1251 9,02 | 0,0000 442 9,08 | 0,0000 24,49 8,77 | 0,0000 | TA107785_4565 050590542900 putatwg,expressed [Triticum 26,0400 0,4804 | 1,5791 10,9405 | 3R | 6R | CS
aestivum] (PLN03003)
_ _ _ class Il peroxidase [Triticum i
10004 28,67 12,2 10,0000 89,32 11,27 1 0,0000 54.71 11,6 | 0,0000 | TA72217_4565 0s0790676900 aestwym] _ 57 5667 0,4980 | 1,5516 | 0,9504 | 3R | 6R | CS
(plant_peroxidase_like)
= = = . G0:0009536, Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
11295 1419 8,94 10,0000 30,86 8,77 10,0000 1791 8,65 | 0,0000 TC367688 G0:0004601 GO:0016023 0s07g0677200 (plant_peroxidase. like) 20,9867 0,6761 | 1,4705] 0,8534 | 3R [ 6R | CS
- - - hypothetical protein -
37450 1534 10,55 | 0,0000 33.26 9,08 | 0,0000 17.74 9,2 [0,0000 | TA86488_4565 F775_26526 [Aegilops tauschil] | 22,1133 0,6937 | 1,5041 10,8022 | 3R | 6R | CS
- - ) . Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
13393 -9,71 | 9,11 | 0,0000 29,92 8,68 10,0000 24,61 8,81 10,0000 TC354292 G0:0004601 | GO:0016023 | Os05g0135000 (plant_peroxidase. like) 214133 0,4535 11,3973 | 1,1493 6R| CS
_ _ Triticum aestivum TaGlu1a for i
20201 | -5,87 | 12,92 | 0,0008 12,06 | 0,0000 11,53 | 0,0000 AB100035 G0:0005975 | GO:0008422 | GO:0009507 beta-glucosidase 0,2684 | 1,5348 | 1,1968 6R] CS
33,56 26,17 . 21,8667
(Glyco_hydro_1 Superfamily)
G0:0016023,
0:0007568, | GO:0016762, | SC-0005737 dotansahomybenhyidl
) - - :0007568, : 762, : ’ endotransglucosylase/hydrolase -
18247 | -5,65 | 11,76 | 0,0012 2472 10,66 | 0,0000 18,66 10,72 | 0,0000 TC342982 GO:0009740 | GO:0016798 ggggggg?g 0s08g0240533 orotein 24 [Triticum urartu] 16,3433 0,3457 | 1,5125 | 1,1417 6R| CS
GO:0009536 (Glyco_hydrolase_16)
) - - Vacuolar-processing enzyme -
18496 | -5,3 | 12,43 10,0012 26,83 11,03 | 0,0000 29,83 11,12 | 0,0000 | TA103005_4565 [Aegilops tauschil] 20,6533 0,2566 | 1,2991 | 1,4443 6R| CS




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold [ Fold | Fold
_ _ Setaria italica uncharacterized i
8889 | -5,17 | 10,07 | 0,0015 2557 9,08 | 0,0000 2459 8,71 | 0,0000 CJ848938 051290571400 LOC101772120 18.4433 0,2803 | 1,3864 | 1,3333 6R| CS
! ! (LOC101772120), mRNA '
) - - peroxidase [Triticum aestivum] -
31659 | -4,84 110,77 | 0,0040 3177 10,18 | 0,0000 3843 9,52 10,0000 | TA60092_4565 0s07g0677500 (plant_peroxidase. like) 25,0133 0,1935 | 1,2701 | 1,5364 6R| CS
_ _ Triticum aestivum TaGlu1a for i
28712 | -4,85 | 12,58 | 0,0043 11,89 | 0,0000 11,27 10,0000 |  AB100035 G0:0005975 | GO:0008422 | GO:0009507 beta-glucosidase 0,3134 ] 1,4806 | 1,2059 6R| CS
22,91 18,66 . 15,4733
(Glyco_hydro_1 Superfamily)
_ _ Triticum aestivum TaGlu1a for i
22184 | -4,66 | 13,6 | 0,0043 12,4 | 0,0000 12,44 10,0000 | AB100035 G0:0005975 | GO:0008422 | GO:0009507 beta-glucosidase 0,2736 | 1,5537 | 1,1726 6R| CS
26,46 19,97 . 17,0300
(Glyco_hydro_1 Superfamily)
- root peroxidase [Triticum i
17610 | -4,41 | 11,69 | 0,0044 3111 10,77 | 0,0000 | -35,3 | 10,51 | 0,0000 | TA60080_4565 0s0790677500 aestivum] 93 6067 0,1868 | 1,3178 | 1,4953 6R| CS
’ (plant_peroxidase_like) '
) Wheat class Il peroxidase i
10021 | -4,42 | 12,191 0,0046 | -29,2 | 10,86 | 0,0000 2236 10,76 | 0,0000 | TA68004_4565 0s05g0499300 (Similar to rice putative 18,6600 0,2369 | 1,5648 | 1,1983 6R| CS
! peroxidase ( '
- - G0:0055114, | G0O:0020037, peroxidase [ Triticum -
29333 | -4,16 | 9,47 | 0,0048 23.44 9,5 10,0000 27,08 9,29 | 0,0000 X53675 GO:0006979 | GO:0004601 0s07g0677200 aestivum (bread wheat) | 182067 0,2282 | 1,2860 | 1,4857 6R| CS
24454 | -3,86 | 12,93 | 0,0091 5453 10,85 | 0,0000 5546 10,04 | 0,0000 TC361106 - 37.9500 0,1017 | 1,4369 | 1,4614 6R| CS
_ _ beta-glucosidase aggregating i
40928 | -3,84 | 12,27 | 0,0099 5519 10,23 | 0,0000 63,92 10,1 | 0,0000 | TA84481_4565 051290198700 factor[?girrgi]ggrr]r;)blcolor] 40,9833 0,0937 | 1,3466 | 1,5597 6R| CS
43552 -3,71 | 11,8 | 0,0099 22,05 9,46 | 0,0000 1876 9,97 {0,0000 TC293840 0s0390368600 | Peroxidase 2 [Triticum urartu] 14,8400 0,2500 | 1,4858 | 1,2642 6R| CS




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold [ Fold | Fold
_ _ protease inhibitor-like protein i
29148 | -3,82 | 9,43 | 0,0079 9,27 10,0002 9,5 |0,0000 | TA82815_4565 0s0490554500 | [Triticum aestivum](AAI_LTSS 0,2641 | 1,143 | 1,6217 6R| CS
16,12 23,46 14,4667
superfam)
R - - Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] -
24903 | -3,15 1 12,96 | 0,0320 1468 11,96 | 0,0002 2348 11,15 { 0,0000 X85228 0s07g0677200 (plant_peroxidase._like) 13,6700 0,2304 | 1,0739 | 1,6957 6R| CS
R - - Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] -
652 | -2,96 | 13,21 0,0476 1498 11,94 | 0,0002 20,91 11,96 | 0,0000 X85228 0s07g0677200 (plant_peroxidase_like) 12,9500 0,2286 | 1,1568 | 1,6147 6R| CS
i - gy Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] -
32408 -3 | 11,33 | 0,0405 1578 10,9 | 0,0002 | -22,6 | 10,37 | 0,0000 X85228 0s07g0677200 (plant_peroxidase. like) 137933 0,2175 | 1,1440 | 1,6385 6R| CS
. ) - Peroxidase 2 [Aegilops -
411211 -6,02 |1 9,3 |0,0003 | -18,6 | 9,08 | 0,0002 1739 8,96 | 0,0000 | TA72220_4565 0s07g0676900 tauschi(plant_peroxidase_like) | 14,0033 0,4299 | 1,3283 | 1,2418 6R| CS
i _ = Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] -
29396 | -3,26 | 12,44 | 0,0254 | -16,6 | 12,04 | 0,0002 24,83 11,62 | 0,0000 X85228 0s07g0677200 (plant_peroxidase_like) 14,8967 0,2188 | 1,1143 | 1,6668 6R| CS
- - G0:0055114, | GO:0020037, . . ; -
36996 | -4,73 | 12,32 | 0,0041 18.46 11,71 | 0,0002 25,81 11,12 | 0,0000 X85230 GO:0006979 | GO:0004601 0s07g0676900 | Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] 163333 0,2896 | 1,1302 | 1,5802 6R| CS
2545 | -6,35 1 10,29 | 0,0000 1558 9,06 10,0002 | -18,2 | 9,4 |0,0000 TC366445 - 133767 0,4747 | 1,1647 | 1,3606 6R| CS
- - G0:0009536, Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] -
41329 | -3,47 | 11,92 1 0,0161 11,22 | 0,0002 10,72 | 0,0000 TC304088 G0:0004601 | GO:0005739, | 0s0390368600 ; ) 0,2388 | 1,3014 | 1,4597 6R| CS
18,91 21,21 . (plant_peroxidase_like) 14,5300
G0:0016023
- - class Il peroxidase [Triticum -
1161 | -6,86 | 9,33 | 0,0000 1943 8,67 10,0002 2347 9,01 10,0000 TC340412 0s07g0676900 aestivum] 16,5867 0,4136 | 1,1714 | 1,4150 6R| CS
_ _ root peroxidase [Triticum i
41404 | -3,17 | 12,98 | 0,0340 11,98 | 0,0002 11,55 | 0,0000 | TA60080_4565 0s07g0677500 aestivum] 0,2099 | 1,1861 | 1,6040 6R| CS
17,91 2422 . . 15,1000
(plant_peroxidase_like)




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
_ Triticum aestivum class Il i
34641 | -5,19 | 123 | 0,0036 | 208 | 11,88 | 0,0002 | ,o70o [ 11,87 [ 0,000 | TAG8063 4565 050590499300 | peroxidase (Prx109-C) mRNA, | ,, . | 0,357 [ 14175 | 12288 | | 6R | CS
! complete cds '
27504 | -362 | 1348 | 0,0168 | oo | 1207 [ 0,0003 | 7o, | 1178 [ 0,0000 | cK204738 | GO:0006869 | GO:0008289 | CO-0005739, | 0400554500 | Similar to protease inhibitor ke | - .. | 0,2085 | 1.3626 | 14289 | | 6R | cs
0211348 | 00168 f 53 5| 12,07 [ 0.0003 4 g4 | 11,78 {0, : : G0:0016023 17,3633 | ' ;
- hypothetical protein -
11218 | -3.85 | 1017 [ 0,0099 | 218 | 872 [0,0003 | ' f 9,07 00000 |  TC346789 775 00634 heglons tuschi] | 15,2633 | 02522 | 14283 [ 13198 | [6R | €S
- Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
44177 | -6.25 | 109 | 00003 | -226 | 9,93 [0,0003 | 172 | 10,17 [ 0,0000 | TAT8S25._4565 0s03g0388600 | 00 e ey | 15,6267 | 0394 | 1:4280 | 1771 6R | Cs
33225 | 44 | 94 00082, | 872 | 0.0009 | oey | 889 [00000] TC331378 0s03go02700 | EXPansinBI [Tritcumurartu] | - 49843107620 [ 19567| |6R| Cs
A [ 94 00042 44 95| 872 (00009356, 889 |0, (Pollen_allerg_1) 15,6433 | & ' '
- hypothetical protein -
7787 | 7,16 | 989 [ 0,0000 | 1700 | 881 [ 0,0012 | -186 | 891 | 0,000 | TAg08G6 4565 050390829200 | £775 3245 [Aegilops tauschil] | 12,7300 | #9625 | 0:9764 | 14611 6R | CS
- - GO:0055114, | G0:0020037, . . -
31716 | -336 [ 1009 [ 0,0187 | 1 7oa | 1021 | 00012 | 1oy | 956 {00000 | xgs2s0 | QPR | A0 ey 0s07g0676900 | Perosidase 2 [Aegiops tauschil | 10 7100 [ 0.3328 | 11503 | 15173 | [ 6R [ C3
34834 | 457 | 105 [0,0039 | 971 | 863 |0,0012 | "1 | 939 [ 00000 | TA94427 4565 050390102700 | - Expansin-87 [Trticum wrartu] | -+ | 0,266 | 0,5664 | 2,1670 cs
- - GO:0055114, | G0:0020037, . . -
37752 | -328 | 106 [0,0226 | 1 7o | 1024 | 00012 | | 984 {00002 | xes2s0 | QX0 A 00790676900 | Peroxidase 2 [Aegiops tausahil | 4 30 03183 [ 1,1530 | 15286 | | eR | cs
] - . hypothetical protein -
9519 | 313 | 1028 | 0,0267 | giss | 856 | 00002 | 1, f 839 | 0.0002|  CIT97267 775, 08877 thegiops tuschil | 12.4e67 | 02511 [ 15746 | 14743 | [6R [ o5
- - - Triticum aestivum TaGlu1d -
44130 | 5o [ 993 | 0.0000 [ 7y | 979 (0,000 | s | 937 | 00002 | Cuposs2s 00990490400 | 0o e euoasicose | 33,9067 | 10776 | 1:4246 | 04078 | 3R [ 6R | CS
- - Cortical cell-delineating protein -
36969 | 33 | 1325 00211 [y | 1175 00000 [ 5o | 11,82 | 00002 | TAS7380.4565 0s10g0552800 | e e gy | 15,1033 | 02185 | 16831 [ 10984 | |eR| Cs
- - - G0:0009538, Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
6880 856 | 0,0000 837 | 0,0003 844 00002 TC352062 50:0004601 | G0:0005739, | 0s07g0638600 rtioum 0,6407 | 13531 | 1,0062 | 3R [ 6R | Cs
10,73 22,66 16,85 G0O:0016023 (plant_peroxidase_like) 16,7467




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
_ _ flavanone 3-hydroxylase i
2492 | -2,88 | 9,86 | 0,0376 1749 9,11 | 0,0002 1696 8,78 | 0,0002 TC350854 [Triticum aest|v;Jm](PLN03176 12,4433 0,2314 ] 1,4056 | 1,3630 6R| CS
_ _ GO:0006979 G0:0004601, pra2 root peroxidase [ Triticum i
35081 | -3,02 | 12,46 | 0,0364 11,611 0,0013 10,99 | 0,0003 |  AY506496 . ’ | GO:0020037, 0s0790677500 aestivum (bread wheat) | 0,2942 | 1,2380 | 1,4679 6R| CS
12,71 15,07 G0:0055114 } ) 10,2667
G0:0046872 (secretory_peroxidase)
- - - Brachypodium distachyon -
38424 61.71 10,02 | 0,0000 72,02 10,05 | 0,0000 1495 10,48 | 0,0003 BE443807 0s0490173800 agglutinin isolectin 3 (ChiBD1) | 49,5600 1,2452 | 1,4532 [ 0,3017 | 3R | 6R | CS
- - - ) . Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
19729 1016 8,53 | 0,0000 16,66 8,17 | 0,0002 1475 8,46 0,0003| TC334826 G0:0004601 | GO:0016023 | Os05g0135000 (plant_peroxidase. like) 13.8567 0,7332 11,2023 | 1,0645 [ 3R | 6R | CS
12465 | oo | 89 10,0000 | .. | 883 | 0,0000 | 14,6 | 7,89 | 0,0004 | BJ246261 0s06g0210000 | CDSL esteraseflipase [Aegilops | - 14 qq64 | 4 4954 | 0.4085 | 3R | 6R | CS
3917 ™ ' 5344 ™ ' ' ' ' tauschii] 35,7367 | ' '
- - (0:0009536, Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
443751 9,65 | 9,12 | 0,0000 8,42 | 0,0003 8,39 [ 0,0005| TC315712 G0:0004601 | GO:0005739, | Os07g0639000 X . 0,6859 | 1,2168 | 1,0974 6R| CS
17,12 15,44 . (plant_peroxidase_like) 14,0700
G0:0016023
- . Extensin-like protein [Setaria -
34329 | -4,54 | 11,57 [ 0,0044 | 44 | 10,3 | 0,0000 1425 10,9 10,0005 | TC317774 (G0:0016023 | Os10g0546100 italica] 20,9300 0,2169 | 2,1022 | 0,6808 6R| CS
- ] - Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
7995 1146 8,54 | 0,0000 | -8,88 | 9,07 |0,0018 1469 9,95 | 0,0005 | TA87234_4565 0s0390368900 (plant_peroxidase. like) 11,6767 0,9814 10,7605 | 1,2581 | 3R CS
. - - predicted protein [Hordeum -
1103 | 6,88 | 8,67 | 0,0000 20,16 9,2 |0,0002 1333 10,46 | 0,0006 | TA89402_4565 0s0190778300 vulgare subsp. vulgare] 13,4567 0,5113 | 1,4981 | 0,9906 6R| CS
. ) - Peroxidase 57 [Aegilops -
13195 | -7,86 | 10,44 | 0,0000 | -34 | 9,46 | 0,0000 1397 9,37 | 0,0006 | TA111511_4565 050990323700 tauschil] (plant_peroxidase. like) | 18,6100 0,4224 | 1,8270 | 0,7507 6R| CS




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
_ Nicotianamine
33501 | -3,26 | 11,84 | 0,0254 | -4,68 | 11,47 | 0,0304 1258 8,75 10,0006 | TA54121_4565 0s0290302700 | aminotransferase A [Triticum | -6,8400 | 0,4766 | 0,6842 | 1,8392 Cs
’ urartu] (AAT_)
) ) GO:0005739 protease inhibitor-like protein
8403 | -2,94 | 12,42 | 0,0444 11,16 | 0,0003 11 10,0007 TC347082 G0:0006869 | GO:0008289 . ' | Os04g0554600 | [Triticum aestivum] (AAI_LTSS | -9,6433 | 0,3049 | 1,4176 | 1,2776 6R| CS
13,67 12,32 G0:0016023 superfamily)
_ _ Triticum aestivum TaGlu1a for i
24102 | -4,07 | 13,85 | 0,0097 12,91 | 0,0003 12,751 0,0007 |  AB100035 G0:0005975 | GO:0008422 | GO:0009507 beta-glucosidase 0,3465 | 1,4583 | 1,1952 6R| CS
17,13 14,04 . 11,7467
(Glyco_hydro_1 Superfamily)
Brachypodium distachyon
- - - probable flavin-containing -
2685 16.75 9,3 | 0,0000 3412 9,34 | 0,0000 13,62 9,69 |0,0007 CJ803025 0s0490223500 monooxygenase 1-like 21.4967 0,7792 | 1,5872 10,6336 [ 3R | 6R | CS
(LOC100841913), mRNA
_ Triticum aestivum cold- i
19653 | -8,88 | 10,64 | 0,0000| -9 | 11,05 | 0,0041 10,53 | 0,0007 DR741323 responsive protein (WIt10) 0,8341 | 0,8453 | 1,3206 Cs
14,06 10,6467
mRNA, complete cds
¥ - G0:0005739, Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
15246 | -4,38 | 9,95 | 0,0047 [ -20 | 9,32 | 0,0002 12,66 9,3 |0,0008 TC321051 GO:0016023 0s0590499300 {plant_peroxidase_like) 12,3467 0,3548 | 1,6199 | 1,0254 6R| CS
15837 | -17,1 | 9,06 10,0000 | ..~ | 9,23 ] 0,0002 | -12,1 | 9,04 | 0,0009 | TA108352_4565 05030738600 | LiPoxvgenase 2 [Triicumurartu] | = 14 gecs | 4 1449 | 07687 | 3R | 6R | CS
18,02 (Lipoxygenase) 15,7400
29619 | -6,46 | 8,43 | 0,0000 1514 8,3 |0,0003 1277 8,49 | 0,0009 TC320749 - 11,4567 0,5639 | 1,3215 | 1,1146 6R| CS
i - - predicted protein [Hordeum -
3825 | -3,08 | 10,97 | 0,0262 1644 10,27 | 0,0003 1243 10,441 0,0011 | TA80031_4565 0s05g0461600 vulgare subsp. vulgare] 10,6500 0,2892 | 1,5437 | 1,1671 6R| CS
_ _ class Il peroxidase [Triticum
9159 | -3,13 | 10,74 | 0,0265 12.96 9,88 | 0,0012 176 9,25 | 0,0011 CV763406 0s0790677500 aestivum] -9,2833 | 0,3372 | 1,3961 | 1,2668 6R| CS
’ ’ (secretory_peroxidase)




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
® = ) G0:0005739, Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
13682 | -3,44 | 11,64 | 0,0156 1711 10,49 | 0,0003 1084 10,89 | 0,0011 TC311622 G0:0004601 GO:0016023 0s07g0638600 (plant_peroxidase. like) 104633 0,3288 | 1,6352 | 1,0360 6R| CS
R - - hypothetical protein .
14035 | -2,77 | 11,64 | 0,0471 1363 10,19 | 0,0010 1238 10,51 ] 0,0011 | TA91589_4565 F775_29646 [Aegilops tauschil 9,5933 | 0,2887 | 1,4208 | 1,2905 6R| CS
R - ) hypothetical protein ]
357491 -3,39 | 10,69 | 0,0162 1028 9,84 10,0013 -10,6 [ 9,7 |0,0011 CJ776830 F775_26884 [Aegiops tauschil 8,0900 | 0,4190 | 1,2707 | 1,3103 6R| CS
_ _ hypothetical protein
37633 | -4,57 | 12,45 | 0,0046 1207 12,17 10,0012 1272 11,53 | 0,0011 | TA55840_4565 051290198700 | F775_29169 [Aegilops tauschii] | -9,7867 | 0,4670 | 1,2333 | 1,2997 6R| CS
! ! (Jacalin_like)
_ _ hypothetical protein i
20312 | -7,57 | 10,24 | 0,0000 9,95 10,0003 9,67 10,0011 | TA62610_4565 0s03g0692700 | F775_28270 [Aegilops tauschii] 0,6476 | 1,3747 ] 0,9778 6R| CS
16,07 11,43 (DUF538) 11,6900
. - - Peroxidase 2 [Triticum urartu] -
13508 | -4,08 | 11,97 | 0,0060 21.23 10,37 | 0,0000 141 10,69 | 0,0011 TC302545 0s05g0499300 (plant_peroxidase_like) 12,1400 0,3361 | 1,7488 | 0,9152 6R| CS
_ _ GO:0006979 G0:0004601, Triticum aestivum root
2301 | -3,12 | 13,24 | 0,0321 12,37 | 0,0011 12,38 10,0012 AY506509 . ’| GO:0020037, 0s07g0677500 peroxidase (prc4) -9,6833 | 0,3222 | 1,4086 | 1,2692 6R| CS
13,64 12,29 G0:0055114 } .
G0:0046872 (secretory_peroxidase)
22307 | 4,74 | 7,93 | 0,0042 | 6,52 | 8,03 | 0,0075 |, .| 873 | 0.0012 | TAS7235 4565 05030368900 | Peroxidase 2 [Triticum urartu] | 7 5500 | g 6467 | 0,8895 | 14638 cs
10,73 (plant_peroxidase_like)
_ 2,4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-
17059 | -4,07 | 9,99 | 0,0047 1256 9,98 10,0005] -9,88 | 9,42 | 0,0015 | TA68717_4565 0s03g0690500 | 3-one-glucoside dioxygenase | -8,8367 | 0,4606 | 1,4214 | 1,1181 6R
’ [Secale cereale]
i} ] - putative sulfate transporter 3.3 |
35965 | -5,09 | 8,75 | 0,0020 | -8,57 | 9,44 | 0,0027 1025 9,66 | 0,0016 | TA74830_4565 0s0490652400 [Triticum urartu] (STAS) 7,9700 | 0,6386 | 1,0753 | 1,2861 Cs




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
36325 | -3,00 | 7.20 | 0,0259 | -6,59 | 1071 | 0,0102 | ., | 1017 [ 00017 | cus91708 0503029200 | Brachypodium distachyon | & 9300 | g 4459 | 0,9500 | 16032 cs
11,11 epoxide hydrolase 2-like
20730 | 504 | 873 {00035 | | 842 {00002 | o | 837 [oo01s| Tossosess | Q000datss, | Gocooasor | CO00TE: | ooreoineng | Peroxdase2Miteumurartal | - {0 il onelocua| | 6r | os
041 8,73 00035 4795 842 | 0,0002 1954 ] 837 |0, easceed I 60:0016023 | 95079 (plant_peroxidase_like) | 11,0800 | % ' '
) - N hypothetical protein ]
1600 | 441 | 846 [0,0047 | e | 7,08 [0.0012| 96 [ 864 00020 |  cCus04172 775, 00716 thegips tuschil | 61867 | 0.8387 [ 12867 | 14726 | [ 6
26302 | -357 [ 10,13 0,0126 | .., | 9.49 | 0,0011 |, "o | 922 [00020| cug03796 050190296700 | Brachypodium distachyon beta- | g sras | g 4174 | 13601 [ 12136 | | 6R | cs
11,71 10,38 D-xylosidase 3-like
12304 | 62 (104700003 | pyrap | 884 (00003 1| .13 | 0.0020 | BE444sE2 . 1a0ae7 | 04782 | 17108 08140 | |6 [ cs
Brachypodium distachyon
probable xyloglucan
3300 | -479 | 863 |00032| .| 821 | 0.0003| 978 | 8,15 | 0,0021 | TA100075 4565 050690335900 | endotransglucosylaselydrolase | = 1 47361 4 5503 [ 09670 | | 6R
15,77 protein 26-like 10,1133
(LOC100842160), MRNA
(Glyco_hydrolase_16)
40037 | 742 [ 1075 | 0,0000 | 1,705 | 1128 [ 0.0012 | 9.1 | 117 [0.0022 | TAg09BS 4565 050390850200 | P450 [Triticum aestivum] (P450) | 0,190 | 0,8074 | 1.2024 | 0.9902 | | 6R
a0513| -3 |1255]0,0376 |, oo | 1221100020 |, | 1202 0.0022|  x85228 0s07q0677200 | Peroxidase 2 [Aegiops tauschil | g o700 | 03608 | 13241 [ 13132 | 6R | Cs
10,95 10,86 (plant_peroxidase_like)
- hypothetical protein
11642 | 4,38 | 11,66 [ 0,0046 | 4, | 107 [0,0003 | -9 [ 11.29 [ 0,0022 | TA91646 4565 775, 10086 (Aegiops tuschi] | -09083 | 04423 | 15804 | 09684 | [ 6R
Brachypodium distachyon
. y R protein ZINC INDUCED .
19802 | -464 | 1095 | 00045 | 1.7 | 1046 | 00012 | -061 | 802 {00022 | CDBGTO13 Ostigotasoon [ FrOenZICINDUCED | 56733 | 05350 | 13570 [ 1.1080 | |6k
isoform 2
i} - - hypothetical protein .
23585 | 4,54 | 9,02 [ 00046 | oo 851 [ 0,0004 | 7o | 8,18 | 00024 |  Cugoeeg 775 20505 thegine suschi] | 46733 | 04693 [ 14318 | 10089 | [ 6R | ©5




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
- - i protein kinase superfamily -
341 39,84 11,13 | 0,0000 2976 10,99 | 0,0000 | -9,52 | 11,62 | 0,0026 BJ279889 protein [Zea mays] 26,3733 1,5106 | 1,1284 | 0,3610 | 3R | 6R
16640 | -2,75 | 11,51 | 0,0491 10'31 10,121 0,0012 | -8,63 | 10,69 | 0,0027 | BE446158 0s079g0638900 | Setaria italica peroxidase 2-like | -7,2300 | 0,3804 | 1,4260 | 1,1936 6R
19583 | -5,21 | 10,64 | 0,0016 15'45 9,92 | 0,0003 | -8,67 | 10,29 | 0,0032 | TA100346_4565 - -9,7767 | 0,5329 | 1,5803 | 0,8868 6R
) - . Putative isomerase [Aegilops -
10080 | -3,47 | 10,27 | 0,0150 29.28 9,37 | 0,0000|-8,93 | 88 [0,0033] TC360769 0s0190266500 tauschil] 13.8033 0,2498 | 2,1075 | 0,6428 6R
R - i Peroxidase 2 [Aegilops tauschil] |
4068 | -2,83 | 13,2 | 0,0472 1149 12,471 0,0018 | -9,61 | 12,59 | 0,0033 X85228 0s0790677200 (plant_peroxidase_like) 7,8767 | 0,3593 | 1,4207 | 1,2201 6R
_ VER2 [Triticum aestivum] i
10697 1412 10,34 10,0000 | -7,41 | 10,3 | 0,0041 | -9,21 | 9,49 [ 0,0036 | TC278715 051290198700 (dirigent superfamily, 10.2467 1,3780 | 0,7232 | 0,8988 | 3R
' jacalin_like superfamily) ’
- - I hypothetical protein -
41915 20,97 8,98 | 0,0000 2154 8,84 10,0000 | -8,66 | 7,95 | 0,0036 TC304481 F775_09510 [Aegilops tauschi] | 17,0567 1,2294 | 1,2628 | 0,5077 | 3R | 6R
_ Setaria italica uncharacterized
10217 | -6,58 | 11,04 | 0,0000 1318 11,16 | 0,0009 | -7,65 | 11,48 | 0,0040 CJ727174 LOC101756459 -9,1367 | 0,7202 | 1,4425 | 0,8373 6R
’ (LOC101756459), mRNA
) - K G0:0005739, GDSL esterase/lipase [Aegilops |
22188 | -543 | 8,63 | 0,0012 15,03 8,6 |0,0003|-7,99 | 837 |0,0041 TC360304 GO-0016023 0s0190223200 tauschil] (SGNH_hydrolase) 9,4833 10,5726 | 1,5849 | 0,8425 6R
4764 | 400 | 796 00076 | | 775 | 00012 | -7.66 | 7,67 |0,0042|  cuB03304 0s05q0353300 | Setaria italica expansin-A17-lke | 7 5033 | 0 5436 | 14382 | 1,0182| | 6R
10,82 (Pollen_allerg_1)
- Auxin-induced protein 5SNG4
11084 | -5 | 11,32 0,0025 11,31 0,0017 | -8,23 | 11,07 | 0,0042 | TA84010_4565 0s01g0117900 X h -7,8000 | 0,6410 | 1,3038 | 1,0551 6R
10,17 [Aegilops tauschii]
R 5 R hypothetical protein E
17524 | -3,2 | 8,66 | 0,0226 11,99 8,02 | 0,0011 | -7,77 | 7,67 | 0,0071 TC360306 050290205200 TRIUR3. 31218 [Triticum urartu] 7,6533 10,4181 ] 1,5666 | 1,0152 6R
28910 | -4,59 | 8,07 | 0,0025 10_62 7,83 | 0,0012 | -6,87 | 7,88 |0,0081 TC341202 G0:0004601 | G0:0016023 | Os05g0135000 | Peroxidase 2 [Aegilops tauschii] | -7,3600 | 0,6236 | 1,4429 | 0,9334 6R




Fold | Fold | Fold
Fold | log | FDR | Fold | log | FDR | Fold | log | FDR GO GO Best Rice o media | 3R/ 6R/ Cs/ Reprimidos
Index | ‘32 [ 3R | 3R | 6R | 6R | 6R | cs | cs | cS ProbelD [ GOProcess |, ction | Component |  BLAST Description Fold | media | media [ media | <10
Fold | Fold | Fold
34758 | 368 | 835 [ 00102 | 107 | 797 [00012| 615 | 815 00004 |  TC367923 050790638900 | Peroxidase 2 [Triicum urartu] | 65,8667 | 0,5359 | 1,5684 | 0,8956 | | 6R
i} - ) ) ) G0:0005739, protease inhibitor-like protein |
42374 | -376 | 1009 | 00007 | 7o | 918 00013 | 523 | 1011 00169 |  TC35064 | GO:0008869 | GO:0008289 | A otD | Ostogoss2ion | PR IEOOACMIOC | 64200 [ 05857 | 15997 [ 08146 | | eR
_ fasciclin-like protein FLA11
37217 | 549 | 964 [00015 | 1,7y | 907 [0.0010 | 544 | 783 00197 | DQ872384 05040472200 | [Triticum aestivum] (Fascicin | -8,4633 | 0,6487 | 1,7085 | 0.6428 | | 6R
! Superfamily)
30204 | -847 | 86 |0,0000],. | 853 [00010]501] 824 [00253| DR740045 0s10g0349300 | Cortical cell-delineating protein | g 5400 | 0 9918 | 14215 | 0.5867| | 6R
12,14 [Aegilops tauschii]
) - i} Peroxidase 52 [Aegilops .
7587 | 5,77 | 841 [ 0,0008 | "o | 832 [ 0,0013| 434 | 79 | 0,0385 | TAT9877 4565 0s0Bg0BATA00 [ e e lie) | 68333 | 08444 | 16205 | 08351 | [ 6R
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Anexo 3:
Secuencias de nucledtidos de las sondas de trigo del “microarray” de los candidatos
elegidos utilizadas para los andlisis:

- Factor de transcripcion bHLH51 (Probe ID: TC312133):

TTCCACTGCGATTGAGTGAGTAGAGACTTTGCTTCTNGCATTGGTGAGGAGAAAATGGTGGCCTA
NACCAATGGCAACATGCCAGGCTCCCACTAGCGCGCCGGAGTTGTCGTCGTCGTNGGGTAGGAGC
GCGACNGAGGTGAGGTCGCTGAAGGTCCATAGCGAGTCNGAGAGGCGGCGCCGGGAGAGGATCAA
TACCCACCTGGCCACGCTGAGGAGAATGATCCCTGATGCTAACCAGATGGACAAGGCCACCTTGT
TAGCTTGTGTGGTGAACCAAGTGAAGGAACTCAAGAGGAAAGCAACTGAAACCACACGATTGCAA
GCAACAGCGCCCATCCCTCCGGAGGCTAACGAGATCACCGTCCATTGCTACACCGCCGLCCGGCGA
CAACCGGACCACGTACATTCGTGCCACCGTCAGCTGTGACGACCGGCCGGGACTCTTCCTGGGTC
TGGCCGGAGCGTTCCGTGTCCTCGGGCTGAGGGTGCTGAGAACAGAGACGGCCTCTCTGGGAGGC
AGGGCGAGCCATTTGTTTGTGTTGTGCAAGGAGGGCGGCGATGTCGGTGCGGGCCTGAGGGCCAT
GGAGGGGGCGGTCCGGCAGGCGGTTGCCGAGGTCGCCTTCCCCGAGATGGTGTGCGGTGGCAGCT
CGTGGAGCAAGAGGGAGAGGATTTTAGAGGAGTGCTGCCCGGTCATGTACTCCGTATAGGTCGTT
TCCTTCGGGAAGAATATTTTCAGATGGAATGCGATTGCAAATCCACACACGTCGATCGCGCCAAA
GCGAGCAAGCAGTCGAGCCAGGGTATTGGGATACCTTGGAATGTGTTTGGTTTGAGAACCAAAAG
GCATGGTATGTCATGGTCTCGTTCCGAACAAATAGGTTGGTTTCATTCTTGTGTTCGGTTGGAGG
TAAAAAATGTACACGGGTTCATCATTCCTGT

- Cadmium tolerant (Probe ID: TC333223=TC454697):

CAGTTCTTCCTCCATAGTAACCTAACCCACCCTCTGCGAAGATGTACAACGCTCCGTCGGGGCAG
GAGATGTCCTACACGGACCATGTGCAGAAGCGCCACGAGGAGAAGGGCTGCATCTACGCATGGTG
ACACACACACACACACACACACACACTTTGTATTTGTTCATCCACTCTCATTCTCCCTCTGAGTT
TTGCTCTGCTCGTCTTCGTGTGCATCGGTCGATGCAAAGGCCGAGAGAGAGAGAGATAAACTTTT
CTGCCATCTGAAAAATCCTCGGAGAAATCATAGAGACAGGGCAGGAAAATATCTTGGGACTGATT
CCCCTAGTAGGCTAGTACCGGTTCCTGTTAATTCATTTGTGTTCTGTTCATTCTTCCCTTCTATG
ATGCTGCTATTATTGTTTGACTGATATAATTGGGTGTTTCATTTGCAGCGTGTTCACGGCGCTGT
GCTGCTTCTGCTGCTACGAGACCTGTGAGTGCTGCCTCGATTGCCTCTGCTGCTGCTGCAACTAA
ACCAGCCATGGTCACCATGGACGGACAGACGGACGGAGAAAGGTGCAGCGCGAGATCGAGCGGLCC
TGCACTGCTGTTAATTATCCCCCAAAAAAATTTACAATTTCGTAATAAGCTAGCTAGCAGCTTAG
CTCGATGAGAACTGTATCAGGTACCGCATAATATTATCTGCACCAGGCAACACTATCACTATAAT
CAGTT

- Multidrug Resistance Protein 1 homolog (Probe ID: ABO55077):

GAGGAACCACACACGGCGCAGTGCGGCCAGGCTCGTCGAGCACATCAGCACAAAGCAAGTAGCCG
CCAGGAAATGGACGCGACAGCGGAAGCTAGCAGTGGAGAAGGAGCACGCCACGCCCACGGCGGAA
AAGATGACCGGCCGGAGAAGAAGGTTCCATTGCTCGGCATGTTCAGGTACGCCGACCGCCTCGAC
ATGCTGCTCATGGTGGTCGGCTCGCTCGGGGCGGTGGGCAACGGCGTGTCCGAGCCCCTCATCTC
GGTCCTCTTTGGAGACGTCATCAACTCCTTCGGCGAGAGCACGACCAGCACTGTCCTCCGTGCTG
TCACCAAGGTTGTTCTCAACTTCATATATCTGGGCATTGGGACAGCAGTTGCTTCCTTTCTTCAG
GTGGCATGCTGGACAATGGCAGGAGAAAGGCAGTCAGCCCGCATCCGTTCTTTGTACCTGAAATC
AGTTCTGAGACAAGATATTGCATTCTTCGACACAGAAATGACAACTGGCGAAGCAGTTTCTAGAA
TGTCTAGCGATACGGTCATAATTCAAGATGCTCTTGGTGAGAAGGCAGGGAAGCTTGTACAACTT
ACATCTGCCTTCTTTGGGGGTTTTATCATAGCATTCACAAAAGGCTGGCTCCTGACTCTTGTCAT
GCTAACATCACTACCATTAGTTGCTATCGCTGGTGCAGTGTCTGCACAGATGCTAACCCGGGTTT
CTAGCAAGCGTCTAACATCGTATAGTGATGCGGCAAACACAGTTGAACAGACAATTGGATCTATA
CGAACAGTTGTGTCCTTCAATGGTGAGAAGAAAGCTATAGAAATGTACAATAAATTCATAAAAAG
TGCATACAGGACTGTTGTTGAGGAAGGCCTTGTCAATGGTTTTGGCATGGGCTCTGTCTTCTGCA
TCTTATTTAGCAGTTATGGCCTAGCCTTCTGGTATGGTGGAAAGCTAATCATTGACAAAGGTTAT

173



Anexos

ACCGGAGGGAAGATCGTCACTGTTTTATTTGCCGTATTGAATGGCGCAACTTCATTAGGTAATGC
AACACCATCAATTTCTGCAATTGCGGAAGGTCAATCTGCAGCATACAGACTGTTTGAAACGATTG
AGAGGAAGCCCGAAATAGATTCAGATGATACCAGCGGCATGATCATGGAAAATATCAAGGGTTAT
GTTGAACTAAAGGATGTGTACTTTCGCTACCCTGCAAGACTTGGGCAGTTAATATTAGATGGATT
GTCATTACAAGTAGCCAGTGGAACAACAATGGCCATAGTTGGAGAGAGTGGAAGTGGCAAGTCAA
CTGTTATTAGCCTAGTTGAAAGATTCTATGATCCACAGGCTGGTGAAGTTTTGATAGATGGAGTC
AACATCAAGAATCTGAATCTTGATTGGATAAGAGGGAAGATCGGCCTTGTTAGCCAAGAACCATT
GTTGTTTATGACCTCCATTAAAGATAACATAATCTATGGTAAAGAAGATGCAACACTTGAAGAGA
TCAAGAGAGCAGCCGAGCTTGCAAATGCAGCAAACTTCATCGACAAGTTACCAAATGGCTACGAT
ACGTTGGTTGGCCAACGTGGCACTCTGCTTTCTGGAGGACAAAAACAAAGAATTGCAATTGCGAG
AGCCATCCTTAAAGATCCAAAAATCCTTTTGCTAGATGAAGCAACAAGTGCATTGGATGTGGAAT
CTGAGAGGATAGTCCAGGAGGCACTCAATAGGATAATGGTAGAAAGAACCACACTCGTCGTTGCT
CATCGTTTGAGCACTGTAAGGAATGTTGACTGCATCACAGTAGTTCATCAAGGGAAAATAGTTGA
ACAAGGTACTCATCATGCATTAGTGAAGGATCCCAATGGAGCTTACTCCCAGCTTATTAGGCTAC
AAGAAACTCGTGGTGATGAAAGACGTAAAATACAGGATTCTGGAGTGCCCAATTCCTTATCAAAA
AGCACTAGTTTGTCAATTAGACGGTCAATGACTAAAGATTCTTTTGGCAATAGCAACAGATACTC
CTTCAAGAACCCCTTAGGATTATCAGTTGAGTTGCATGAGGATGAAATCACAGGTGAACAGAACA
AAGACGACCTTTCCAATGGGAAGACCCTTCAGAAAGCACCAATTGGACGTCTTTTTTATCTTAAC
AAGCCGGAGGTACCATTTCTTCTGCTCGGTGCTATAGCAGCATCGGTGCATGGAGTCATTTTCCC
ATTGTTTGGCATACTAATGTCTGGCGTTATAAAAGCATTCTACGAGCCACCAGATAAGCTGCGGA
AAGATTCTAGCTTTTGGGCATTGATATCTGTAGTTCTGGGGTTTGCATCTTTCATTGCAATCCCA
GCAGAATACCTTTTGTTTGGAATTGCTGGTGGCAAGCTTATAGAGCGTGTTCGTACTCTGTCATT
TCAAAATATTGTGCATCAGGAAGTTGCTTGGTTCGATAATCCCTCAAATTCCAGTGGTGCACTTG
GTACACGACTCTCAGTTGATGCATTAAATGTTCGGCGCTTAGTAGGAGATAACCTGGGCCTTATA
GTGCAGTCTACAGCTGCACTGATCACTGGCTTTGTCATAGCATTTACAGCGGACTGGAGGCTTGC
ACTGATTATCACTTGTGTCATTCCTTTAGTGGGTGCACAAGGTTATGCTCAAGTGAAGTTCTTGA
AAGGGTTTAGTGAAGAAGCTAAGGAGATGTATGAAGATGCAAGTCAAGTTGCAACTGATGCTGTT
GGCAGTATCAGAACTATAGCATCTTTCTGTGCAGAGAAAAGAGTGGTTACAACGTATAACAAGAA
ATGTGAAGCTTTAAGGAAACAGGGAATTCGAAGTGGAATCGTTGGAGGGCTTGGTTTTGGTTTTT
CATTCTTAGTGTTGTATCTTACATATGCTCTATGTTTCTATGTTGGTGCACAGTTTGTACGTCAG
GGAAAAACTACTTTTGCAGATGTTTTCAAAGTTTTCTTTGCCTTGGTTTTGGCAGCTGTTGGGGT
TTCGCAGGCAAGTGCATTGGCATCTAATGCAACAAAGGCAAGGGATTCAGCCATTTCTGTTTTCA
GTATTCTAGACAGGAAGTCGAAAATTGACACGAGTAACGACGAGGGCCTGGTATTGGAAAATGTC
ACTGGTGACATTCATTTCAGTAACGTCAGTTTCAAGTACCCATCACGCCCTGATGTCCAAATATT
CAGTGACTTTACCTTGCACATTCCTTCCAGAAAGACCATCGCACTAGTTGGAGAAAGTGGTAGTG
GCAAGTCCACTATAATTGCTTTACTGGAGCGCTTCTATGATCCTGATTCTGGTATAATCTCAGTA
GATGGAGTCGAAATTAAGAGCTTGAGAATTAGCTGGTTGAGGGATCAGATGGGGCTGGTAGGCCA
GGAGCCAGTACTTTTCAATGACACAATCCGTGCAAACATAACATATGGGAAACACGGAGAAGTGA
CAGAGGAAGAAGTCACGGCTGTGGCCAAGGCAGCAAATGCTCATGAGTTCATATCAAGCTTGCCA
CAGGGATACGACACTCTGGTTGGCGAGAAAGGAGTGCAACTATCTGGTGGACAGAAGCAGAGGGT
AGCTATCGCAAGGGCCATTATAAAGGACCCGAAGATACTACTACTTGATGAGGCAACCAGTGCCC
TGGATGCAGAATCGGAGCGCATCGTTCAAGATGCATTGGATCGAGTCATGGTGAGCAGGACCACC
ATAGTGGTGGCTCACCGCCTCTCCACAATCAAAGGGGCTGATATGATTGCAGTCCTCAAGGAAGG
CAAAATTGCAGAAAAGGGAAAGCATGAGGCCCTAATGGGAATCAAGGATGGGGTCTACGCTTCAC
TAGTAGAACTTCGCTCAAATTCCTGAGTAGAATTGTGTATTGTTTGACTTTTTTTTCTTTCTTCT
TTTACTGCATTTGTTTGTTCCTAGTACAATTATTTGGCCATGGAATACAATTTGTGATTTGAGAA
GTGAATGCAAGAGGTTAGCGGTTTGTTG

- Harpin Induced Gene 1 homolog (Probe ID: TA68555_4565):

CTAATAACCAATCTAATCTACTCCTCGCCGTCGCCGCCGGAATCCCCTCCCTCCCTCCCG
TCCAACAACCGCCGCAGTCAGCACCACCAGCTCTCACCGTCGAGCTCGCCAGGATGGGTT
CGGGGAGCCGCGCGGCGTCGTGCCTGTGCTGCCCGTTCAAGTGCCTGGCGTGCGGCCTCT
TCAGCTGCCTCTGCAGCATCCTCGTCTCGCTCCTCGTCACCGCCGGCGTCCTCGCCCTCA
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TCCTCTACTTCCTCTTCCGCCCGCAGATGATCGCCGCCACCGTCGACTCCGCCTCCCTCG
CCCAGTTCCAGCTCTCCCAGGCCAACCCCGCGCTGCTCCAGTACAACCTCACCCTCGCCA
TGACCGTGCGCAACCCCAACAAGCGGGTGGGGCTCTACTACGACGGCGTCGAGGCCCTCG
CCCTCTTCGACGGCCAGCGCTTCGGGTTCGCGCCCCTCGACCCCTTCTTCCAGGGCCACC
AGGCGTCCACGGAGGTGAAGCCGGCGTTCGGCGGCCAGCAGGTGCTGGAGGGGGACGTCA
CGCAGGCCAACCTCAGGTCGCAGCTGGCGGGAGGCGCGGTGGAGGTGGAGGTGAAGCTCA
ACGCCAAGCTCCGCGTCAAGGTGTGGGCGTTCAAGGTGCCCGGGCCCCGCGCCAGGATCA
GCTGCCCGCTCTCCCTCCCCGCCCCCGCCGCCGCAAACGCCCCCGCGTTCAAGCCCALCGG
AGTGCAAAGTCTGGTTCTGATTCGATTCTCCACCATTGGGGAACCTGATCTGATCCGTTC
TCTCGATTCGATTCCTTGGTGCGTAGGTTGGTTGCGCGATGCTCTTGCTGATGTGCGTCG
CCCGCCGTGGTTTATCTTGGTAGTAGAGATTTTCGCATCTACTGCTAGTAGTACTAGTTG
GATTCGTAGCTATGCACATACTGTCGATTGGTCGATTACTCGTTCGTTTGGTTCTTTGTT
AGCGATGTTACCATACCTAGTTACATTGGGGTTCTACTATTCGAACCGTGTTGATATATG
CATCGATATTCAGATTTCTTTCATTC

- Aquoporin (Probe ID: TA67357_4565):

CCACGCGTCCGCACTACTTTCGTTGGCAAGAAAGAAGCGTTGAGTTGAACAGAGAAGAGC
GGCTTGCTTGCTTTGGTACGTACGTACGTCGGTCAGGATGAGCACGGCGGCGCGGACGAC
GGGGCGGCGGGGGTTCACCATGGGGCGCAGCGAGGACGCGACGCACCCGGACACCATCCG
CGCCGCCATCTCCGAGTTCCTCGCCACGGCGATCTTCGTCTTCGCCGCCGAGGGCTCCAT
CCTCTCCCTCGGGAAGCTCTACCATGACATGAGCACGGCGGGCGGGCTGGTGGCCGTGGC
GCTGGCACACGCGCTGGCACTGGCCGTGGCGGTGTCCGTGACCGTGAACATCTCCGGGGG
CCACGTCAACCCGGCCATCACCTTCGGGGCGCTGCTCGGCGGGCGCATCACCCTCGTGCG
CGCCCTCTTCTACTGGATCGCGCAGCTCCTCGGCGCCATCGTCGCCTCCCTCCTCCTCCG
CCTCACCACCGGAGGCATGCGGCCGCCCGGTTTCTCCCTGGCGTCGGGGGTGGGGGATTG
GCACGCGGTGCTGCTGGAGGCGGTGATGACGTTCGGGCTCATGTACGCCTACTACGCGAC
GCTCATCGACCCCAAGAGGGGCCACGTGGGCACCATCGGGCCGCTCGCCGTGGGGTTCCT
GCTCGGGGCTAACATACTCGCCGGCGGGCCGTTCGATGGCGCCGCGATGAACCCGGLCGCG
GGTCTTCGGGCCGGCGCTCGTCGGGTGGCGGTGGAGGCACCACTGGGTCTACTGGCTCGG
GCCCTTCCTCGGCTCCGGCCTCGCTGGGCTCCTCTACGAGTACGTCGTCATGCCGTCTAC
CGAGACCGCCGCCCACGCCCACCAGCCGCTCGCGCCGGAGGACTACTAGCCGLCCGLCLCGLC
AAAGCAGCTGCTTCAAATCCTTTAAATCCAACACTTGCAGCTATGGTTTATCGCTATATA
TGTATGTATAGTGTGTGGTACTTTTGGTTAATAATGGAGGGTGGCCTTGCTGTGCATGGT
TGCCCCTATAGTATCTCCTAGGTGATGTTTGCTCCGTTTGTGTAATAAGTTTCCAGTGCA
ATATAGTATCCTCATCTGTTACGGGTTCGTGATATTGCGTTGGTTAATTGTGCAACAAAA
TAAACGTGCCAGAAGAAAATACGATAATTCATACTGATAAAAAAA

- ABA-responsive Protein (Probe IDs: TA54290 4565):

CCACGCGTCCGCTGCTACCTGTCCACGGCCACGGGGCCCGTCGCCGGCACGCTCTACCTC
ACCAACCTGAACGTCGCCTTCTGCAGCGACCGCCCGCTCTCATTCACCGCGCCGTCGGGC
CAGACCGCATGGAGCTACTACAAGATCGTGATCCCGCTGGCCAAGCTCGCCGCCGTCGAG
CCCGTCACGGCCAAGGAGAGCCCGCCGGAGAAGTACATCCACATCGTCACCGTGGACTCG
CACGACTTCTGGTTCATGGGCTTCGTCAGCTACGACAAGGCCGTGCGCCACCTGGGCGGE
GCCGTCTCGTCGTCGCAGCACCACGGCGCCGCTCCCACCGCGGCGCCGGCGCCGGCALCCC
ACCTACGAGTGATTGGCTGATTGCCGTCGTGTCCCTGCCCGCGGCTCTCTGCTTTTCATT
GCCGTGTGTGTGCTCTGTTTTTCGGGCGGATCTGTTTAGTGAGTGCTCTCGTGTGTAGTG
GATTTCCGTGTGGTTATGTACTGTTGTCTATACGCTTTTGTCGAAATTTAACGTTATCTT
CTTGATTCCTTTAAAAAATATTGTCCTCCACCTCTTGCCCGATGTATATTTGTGTTCTTC
GGAGTTGGACAATGTATTTGAAATTTGAGC
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Anexo 4:
Fragmentos de las proteinas correspondientes a los candidatos elegidos:

- Factor de transcripcion bHLH51 (Probe ID: TC312133):

TCOAPTSAPELSSSXGRSATEVR-

SLKVHseserrrrer INTHLATLRRMIPDANQMDKATLLACVVNQVKELKRKATETTRLOATA—
PIPPEANEITVHCYTAA-
GDNRTTYIRATVSCDDRPGLEFLGLAGAFRVLGLRVLRTETASLGGRASHLEVLCK--
EGGDVGAGLRAMEGAVRQAVAEVAFPEMVCGGS--SWSKRERILEECCPVMYSV

- Cadmium tolerant (Probe ID: TC333223=TC454697):

MYNAPSAQEMSYSDHVQRRHEEKGCLYACVETA

- Multidrug Resistance Protein 1 homolog (Probe ID: ABO55077):

MDATAEASSGEGARHAHGGKDDRPEKKVPLLGMFRYADRLDMLLMVVGSLGAVGNGVSEPLISVL
FGDVINSFGESTTSTVLRAVTKVVLNFIYLGIGTAVASFLOVACWTMAGERQSARIRSLYLKSVL
RODIAFFDTEMTTGEAVSRMSSDTVIIQDALGEKAGKLVQLTSAFFGGFITAFTKGW11ltlvmlt
S1plvAIAGAVSAQMLTRVSSKRLTSYSDAANTVEQTIGSIRTVVSENGEKKATIEMYNKEFIKSAY
RTVVEEGLVNGFGMGSVFCILFSSYGLAFWYGGKLIIDKGYTGGKIVTVLFAVLNGATSLGNATP
SISAIAEGQSAAYRLFETIERKPEIDSDDTSGMIMENIKGYVELKDVYFRYPARLGQLILDGLSL
QVASGTTMAIVGESGSGKSTVISLVERFYDPQAGEVLIDGVNIKNLNLDWIRGKIGLVSQEPLLF
MTSIKDNIIYGKEDATLEEIKRAAELANAANFIDKLPNGYDTLVGQRGTLLSGGQKQRIATIARAT
LKDPKILLLDEATSALDVESERIVQEALNRIMVERTTLVVAHRLSTVRNVDCITVVHQGKIVEQG
THHALVKDPNGAYSQLIRLOETRGDERRKIQDSGVPNSLSKSTSLSIRRSMTKDSEFGNSNRYSFK
NPLGLSVELHEDEITGEQNKDDLSNGKTLQKAPIGRLFYLNKPEVPFLLLGAIAASVHGVIFPLF
GILMSGVIKAFYEPPDKLRKDSSFWALISVVLGFASFIATPAEYLLFGIAGGKLIERVRTLSFQN
IVHQEVAWFDNPSNSSGALGTRLSVDALNVRRLVGDNLGLIVQSTAALITGEVIAFTADWRLALT
ITCVIPLVGAQGYAQVKFLKGFSEEAKEMYEDASQVATDAVGSIRTIASFCAEKRVVTTYNKKCE
ALRKQgirsgivgglgfgfsflvlYLTYALCFYVGAQFVRQGKTTfadvfkvifalvlaavGVsQ
ASALASNATKARDSAISVEFSILDRKSKIDTSNDEGLVLENVTGDIHEFSNVSFKYPSRPDVQIFSD
FTLHIPSRKTIALVGESGSGKSTITALLERFYDPDSGITISVDGVEIKSLRISWLRDOMGLVGQEP
VLENDTIRANITYGKHGevteeevtavakaanaheFISSLPQGYDTLVGEKGVQLSGGQKQRVATI
ARAIIKDPKILLLDEATSALDAESERIVQODALDRVMVSRTTIVVAHRLSTIKGADMIAVLKEGKI
AEKGKHEALMGIKDGVYASLVELRSNS

- Harpin Induced Gene 1 homolog (Probe ID: TA68555 4565):

MGSGSRAASCLCCPFKCLACGlfsclcsilvsllvTAGVLALILYFLFRPOMIAATVDSASLAQF
QLSQANPALLQYNLTLAMTVRNPNKRVGLYYDGVEALALFDGOREFGFAPLDPFFQGHQASTEVKP
AFGGQQVLEGDVTQANLRSQLAGGAVEVEVKLNAKLRVKVWAFKVPGPRARISCPLSLpapaaan
apaFKPTECKVWE

- Aquoporin (Probe ID: TA67357_4565):
HALALAVAVSVTVNISGGHVBPAITFGALLGGRITLVRALFYWIAQLLGAIVASLLLRLTTGGMR

PPGFSLASGVGDWHAVLLEAVMTEFGLMYAYYATLIDPKRGHVGTIGPLAVGFLLGANILAGGPED
GAAMNPARVFGPALVGWRWRHHWVYWLGPFLGSGIAGLLYEYVVMPSTDTAAHAHQPLAPEDY

176



Anexos

- ABA-responsive Protein (Probe IDs: TA54290 4565):

CYLSTATGPVAGTLYLTNLNVAFCSDRPLSFTAPSGQTAWSYYKIVIPLAKLAAVEPVTAKESPP
EKYTIHIVTVDSHDFWEMGEVSYDKAVRHLGGAVS

Anexo 5:

Fragmentos de secuencias de centeno de los genes elegidos en los genotipos 389 vy
390. En la secuencia se senalan los cebadores “Forward” (FW) en rojo y “Reverse” (RV)
en verde, y los SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms) entre los dos genotipos en
rosa:

- Factor de transcripcion bHLH51:

r. © ATGGACAAGGCCACCTTGITAG °
Ry 5 TCGTTAGCCTCCGGAGGGAT 3

bHLH 389 (Fw + Rv):

TS C . TG T GTGGTGAGCCAAGTGAAGGAACTCAAGAGGAAAGCAA

CCGAAACCACACGATTGCAAGCAACAGCGCCCATCCCTCCECCACCCTARCEAL
bHLH 390 (Fw + Rv):

CATGTGTGGTGAGCCAAGTGAAGGAACTCAAGAGGAAAGCAAC

CGAAACCACACGATTGCAAGCAACAGCGCCCRECCCICCECACECTARCEA N

- Cadmium tolerant:

I © GGAGAAGGGCTGCATCTACG °
Rv 5 TTAGTTGCAGCAGCAGCAGA 3

Cadmium 389 (Fw + Rv):

CATGCGTGTTCACGGCGETGTGCTGCTTCTGCTGCTACGAGACCT
GBGAGTGCTGCCTCGACTGCC
Cadmium 390 (Fw + Rv):

CATGCGTGTTCACGGCGITGTGCTGCTTCTGCTGCTACGAGACCT

GHGAGTGCTGCCTCGACTGCCECTGOTCCTCCTCCARCTAR

- Multidrug Resistance Protein 1 homolog:

V. © GGGTGCACAAGGTTATGCTCAA
Rv 5 CAAGCCCTCCAACGATTCCACT 3

Multi 389 (Fw + Rv):

T e T GAAGTTCTTGAAAGGGTTTAGTGAAGAAGCTAAGGAGATG
TATGAAGATGCAAGTCAAGTTGCAACTGATGCTGTCGGTAGTATCAGAACTATAGCATCTTTCTG
TGCAGAGAAAAGAGTGGTTACAACGTATAACAAGAAATGTGAAGCTTTAAGGARACAGGGAATTC
GRAGTGGAATCGTTGGAGGGCTTGAGC

Multi 390 (Fw + Rv):

3

GTGAAGTTCTTGAAAGGGTTTAGTGAAGAAGCTAAGGAGATGT
ATGAAGATGCAAGTCAAGTTGCAACTGATGCTGTCGGTAGTATCAGAACTATAGCATCTTTCTGT
GCAGAGAAAAGAGTGGTTACAACGTATAACAAGAAATGTGAAGCTTTAAGGAAACAGGGAATTCG

BAGTGGAATCGTTGGAGGGCTTGAGC

- Harpin Induced Gene 1 homolog:

1 CICTACTACGACCGCGTCGA °
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R 5 CGGAGCTTGGCGITGAGCTT 3

Harpin 389 (Fw + Rv):
CGGAGCTTGGCGTTGAGCTTCAT NS - G CCCTCGCCCTCTTCGACGGC
CAGCGCTTCGGGTTCGCGCCCCTCGACCCCTTCTTCCAGGGCCACCAGGCGTCCACCGAGCTCAA
GCCGGCGTTCGGCGGCCAGCAGGTGCTHGAGGGGGATGTTACCCAGGCCAACCTCCGGACGCAGC
TGGCGGGCGGCGCGGTGGAGGTGGAGGTCARCCTCARCEECARCETEEE

Harpin 390 (Fw + Rv):
GAGTCGGAGCTTGGCGTTGAGCTTCAT e G CCCTCGCCCTCTTCGA
CGGCCAGCGCTTCGGGTTCGCGCCCCTCGACCCCTTCTTCCAGGGCCACCAGGCGTCCACCGAGC
TCAAGCCGGCGTTCGGCGGCCAGCAGGTGCTHGAGGGGGATGTTACCCAGTCCAACCTCCGGACG

CAGCTGGCGGGCGGCGCGGTGGAGGTGGAGGTCRACCTCARCECCCARGETEEE A
- Aguoporin:

Fw 5 GTCAACCCGGCCATCACCTT -
Rv 5 TCGCGTAGTAGGCGTACATGAG 3

Aqua 389 (Fw + Rv):

T C G CGCGCTGCTCGGCGGCCGCATCACCCTCGTGCGCGCCCTCT
TCTACTGGGTCGCGCAGCTCCTCGGCGCCATCGTCGCCTCCCTCCTCCTCCGCCTCACCACCGGA
GGCATGCGGCCGCCCGGTTTCTCCCTGGCGTCGGGGGTGGGGGARTGGCACGCGGTGCTGCTGGA
GGCGGTGATGACGTTCGGGEICATCTACCCCTACTACEEEAL

Aqua 390 (Fw + Rv):
T CGGCGCGCTGCTCGGCGGCCGCATCACCCTCGTGCGCGCCCTCT
TCTACTGGGTCGCGCAGCTCCTCGGCGCCATCGTCGCCTCCCTCCTCCTCCGCCTCACCACCGGA
GGCATGCGGCCGCCCGGTTTCTCCCTGGCGTCGGGGGTGGGGGANTGGCACGCGGTGCTGCTGGA

GGCGGTGATGACGTTCGGCEICATGTACGECTACTACGEEA

- ABA-responsive Protein:

I © TCTACCTCACCAACCTGAACGT
Ry 5 TGACGAAGCCCATGAACCAGAA 3

ABA 389 (Fw + Rv):

S EEAEENE G C C TTCTGCAGCGACCGCCCGCTCTCCTTHACCGCGCCGTCG

GGCCAGACCGCCTGGAGCTA.TACAAGATCATGATCCCGCTGGCCAAGCTCGCCGCCGTCGAGCC
CGTCACGGCCAAGGAGAGCCCGCCGGAGAAGTACATCCACATCGTCACCGTCGACTCGCACGACI

ABA 390 (Fw + Rv):

TG c C C T TCTGCAGCGACCGCCCGCTCTCCTTEACCGCGCCGTC

GGGCCAGACCGCCTGGAGCTA.TACAAGATCATGATCCCGCTGGCCAAGCTCGCCGCCGTCGAGC
CCGTCACGGCCAAGGAGAGCCCGCCGGAGAAGTACATCCACATCGTCACCGTCGACTCGCACGAC

Anexo 6:

Tabla de las lineas Transplanta sometidas a cribado en el medio descrito por Ezaki et al.
2004. Se muestra la referencia del gen, una abreviacion del origen de la semilla y el
fenotipo mostrado por las raices en referencia a Col, con un codigo de numeros y
colores para facilitar su visualizacion (-2: Mas corto, azul; -1: Ligeramente mas corto,
morado; 0: Sin diferencias, sin color; +1: Ligeramente mas largo, verde claro; +2: Mas
largo, verde oscuro).
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Gen (origen)

AT1G56160.1B PJ19

AT1G01260.1C

P1

AT1G01260.11

P2

AT1G01260.2G

77C

AT1G07530.1B

PJ2

AT1GO07530.1E

PJ3

AT1G18710.1A

PJ4

Fenotipo

AT1G18710.1E

PJ5

AT1G21450.1A

PJ6

AT1G21450.1D

PJ7

AT1G21450.1G

PJ8

AT1G51950.1A JVC1

AT1G51950.1B JVC2

AT1G52890.1B JVC3

AT1G52890.1H JVC4

AT1G53910.1A JVC5

AT1G53910.11

JVC6

AT1G55580.1A P3

AT1G55580.1D P4

AT1G55760.1A

PJ9

AT1G55760.1C PJ10

AT1G55760.1E PJ11

AT1G56160.1C PJ12

AT1G56160.1E PJ13

AT1G63840.1E

72C

AT1G63840.11

65C

AT1G67970.1B 1C

O|lo0|0|O0|O

AT1G67970.1E 2C

AT1G67970.1F 3C

AT1G68520.1H PJ14

AT1G69180.1G

64C

AT1G69490.1B PS5

AT1G71130.1C

PJ1

AT1G71130.1F PJ15

AT1G71450.1D PJ16

AT1G71450.11

PJ17

AT1G79180.1E PJ18

AT1G80400.1A

88C

AT1G80400.1G 71C

AT2G17180.1E P6

AT2G17180.1F P7

AT2G17180.1H P8
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AT2G18300.1B 9C

AT2G18300.1C 10C

AT2G18300.11 11C

AT2G20180.1D 66C

AT2G20180.1F 78C

AT2G20180.1G P9

AT2G22630.1A JVC7

AT2G22630.1C JVC8

AT2G22630.1H JVC9

AT2G22800.1A JVC
43

AT2G22800.1B JVC
44

AT2G22800.1G JVC
45

AT2G24790.1A P10

AT2G24790.1H P11

AT2G25000.1C P12

AT2G25000.1D P13

AT2G25000.1E P14

AT2G31180.1A PM1

AT2G31180.1D PM2

AT2G31180.1G PM3

AT2G33710.1C PM4

AT2G33710.1E PM5

AT2G33710.1G PM6

AT2G33880.1A 4C

AT2G33880.1C 5C

AT2G33880.1E 6C

AT2G37000.1A 7C

oooooooooooolo,_‘o oIo,_\,_\ H

AT2G37000.1B 8C

AT2G38340.1B P15

AT2G38340.11 P16

AT2G44940.1A JVC
46

AT2G44940.1F JVvC
47

AT2G44940.1G JVC
48

AT2G45660.11
JVC49

AT3G04060.1B
JVC10

AT3G04060.1D
JVC11

AT3G04730.1A 17C
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AT3G04730.1B 15C 0
AT3G04730.1D 16C 0
AT3G05200.1B P52

AT3G05200.2D P53

AT3G05200.3) P54 -1 (problemas al germinar)
AT3G10480.1D P17 0
AT3G10480.1E P18 0
AT3G11580.1A P19 |
AT3G115801E P20 | 0o |
AT3G15500.1A 75C

AT3G16770.1A

13C

AT3G16770.1C

14C

AT3G16770.1D

12C

AT3G23050.1H

JVC12

AT3G23050.11 JvC13| 0 |

AT3G45150.1B 19C |
AT3G45150.11 18C |
AT3G56970.1D P21 0
AT3G56970.1E P22 0
AT3G56970.1G P23 0

AT3G57230.1A

JVC14

AT3G57230.1C

JVC15

AT3G61150.1A

67C

Problema al germinar

AT3G62690.1F

82C

AT4G00050.1F

P55

-1

AT4G00050.1G

P56

Problema al germinar

AT4G11680.1F

73C

-1 (Problema al germinar)

AT4G11680.1G

91C

AT4G11680.11

92C

AT4G11880.1D

26C

AT4G11880.1H

28C

AT4G13640.1C

PM7

AT4G13640.1D

PM8

o|lo|o

AT4G13640.1G

PM9

AT4G14450.1B

85C

AT4G14450.1C

89C

AT4G14450.1J

76C

AT4G17490.1A

20C

AT4G17490.1B

21C

AT4G17490.1C

22C

AT4G17500.1B

JVC16

o |O|O0|O
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AT4G17500.1E
JVC17

AT4G17500.11 JVC18

AT4G18880.1C 30C

AT4G18880.1E 27C

AT4G18880.1F 29C

AT4G27410.1C
JVC19

AT4G27410.1D
JVC20

AT4G28270.1B
PM10

AT4G28270.1C
PM11

AT4G30410.1B P24

AT4G34410.1C
JVC21

AT4G34410.1G
JVC22

AT4G34410.1H
JVC23

AT4G36060.1A P25

AT4G36060.1C P26

AT4G36060.1H P27

AT4G36540.1B 23C

AT4G36540.1C 25C

AT4G36540.1E 24C

AT4G36710.1B
JVC24

AT4G36710.1C
JVC25

AT4G36710.1D
JVC26

AT5G02470.1D 70C

AT5G03510.1B P28

AT5G03510.1G 74C

AT5G03790.1E P29

AT5G03790.1F P30

AT5G05410.1C
JVC50

AT5G05410.1E
JVC51

AT5G05410.11
JVC52

AT5G10140.1B 45C

AT5G10140.1D 44C

O |O|O0|O|Oo

0 (problemas al germinar)

AT5G10140.1E 43C

AT5G10380.1B 86C
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AT5G10380.11 69C

AT5G11060.1B
JVC27

AT5G11060.1D
JVC28

AT5G11060.1G
JVC29

AT5G13080.1G P31

AT5G13080.1H P32

AT5G13790.1D
JVC30

AT5G13790.1F
JVC31

AT5G13790.1G
JVC32

AT5G15150.1H
JVCS3

AT5G15150.11
JVC54

AT5G17300.1A3
JVCS55

AT5G17300.1B9
JVCS56

AT5G17300.118
JVCS57

AT5G18270.1A 42C

AT5G18270.1B 41C

AT5G18270.1C 40C

AT5G18450.1B
JVCS58

AT5G20240.1A
JVCS59

AT5G20240.1B
JVC60

AT5G20240.1F
61

JvC

AT5G22220.1D P33

AT5G22220.1E P34

AT5G22220.11 P35

AT5G23260.1E 35C

AT5G23260.1F 34C

AT5G23260.11 36C

AT5G25890.1F JVC
62

AT5G43290.1A P36

AT5G43290.1D P37

AT5G47230.1B
JVC33

AT5G47230.1C

0
0
|
|
0
0
0
0
|
o |
|
|
|
|
|
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JVC34 | |

AT5G47230.1G
JVC35

AT5G49330.1C P58
AT5G49330.1D P59
AT5G49330.1E P60
AT5G51870.1D 48C
AT5G51870.1E 46C
AT5G51870.1F 47C

AT5G53420.1F
JVC36
AT5G53420.1G
JVC37

AT5G55690.1A 39C
AT5G55690.1C 37C
AT5G55690.1G 38C

0
0
0
0
0
-1
-1
0
0
0
0

AT5G60970.1F P62
AT5G60970.1G P63
AT5G62020.1B
JVC38
AT5G62020.1F
JVC39
AT5G65050.1A 33C
AT5G65050.1C 32C

AT5G65050.1E 31C
AT5G66160.1D
JVC41
AT5G66160.1G
JVC42

Anexo 7:

Tabla de comparacion de la longitud de las raices de cada linea Transplanta respecto a
Col en los medios descritos por Ezaki et al. 2004 y Ryan et al. 2007. En el caso del
primer medio, las categorias son iguales a las descritas en el anexo 6, al igual que el
codigo de colores. En el caso del segundo, las raices se midieron con el programa
ImageJ y el estadistico t de Student determind si las diferencias de cada linea con Col
eran significativas o no. A los casos significativos se les aplico el siguiente cédigo de
nimeros y colores: l8: muy significativos, mas largo, verde oscuro (p< 0,01); #i:
significativos, ligeramente méas largo, verde claro (p< 0,05); H: significativos,
ligeramente mas corto, morado (p< 0,05); =2: muy significativos, més corto, azul claro
(p< 0,01); NO significativo, sin color. En la tabla también se muestran la referencia del
gen, una abreviacion del origen de la semilla y el nombre de la familia a la que
pertenece el gen. Los genes escogidos para continuar su analisis se muestran en
naranja.
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ID Gen Origen Nombre Familia Fenotipo Ezaki Fenotipo Ryan
transcription factor C
AT1G01260 77C bHLH13 NO significativo
1 transcription factor Lo
AT1G01260 P1 bHLH13 NO significativo
AT1G01260 P2 NO significativo
auxin-responsive S
2 AT1G51950 JVC1 protein IAA (18) NO significativo
AT1G52890| Jvcz | NAC domain-containing 1 NO significativo
3 protein (19)
AT1G52890 JVC4 -1 NO significativo
ethylene-responsive
4 AT1G53910 JVC5 transcription factor -1 NO significativo
(RAP2-12)
AT1G53910 JVC6 -1 NO significativo
5 |AT1G55580 P3 Scarecro""l'gke protein NO significativo
AT1G55580 P4
AT1G63840|  72C RING/U-box domain- NO significativo
6 containing protein
AT1G63840 65C NO significativo
CRC protein CRABS Co
7 CLAW NO significativo
AT1G80400|  88C RING/U-box domain-
8 containing protein
AT1G80400 71C NO significativo
C2H2-like zinc finger
protein
9 AT2G17180 p7 C2H2-like zinc finger
protein
AT2G17180 P8 |
transcription factor
10 AT2G18300 9C bHLH64
AT2G18300 11C NO significativo
u AT2G20180 78C transcription factor PIF1 NO significativo
12 | AT2G20180 P9 transcription factor PIF1 NO significativo
agamous-like MADS- P
13 AT2G22630 JVC7 box protein AGL17 NO significativo
AT2G22630 JVC8 NO significativo
homeobox-leucine S
14 | AT2G22800 JVC 43 zipper protein HAT9 NO significativo
zinc finger protein P
15 | AT2G24790 P10 CONSTANS-LIKE 3 NO significativo
putative WRKY P
16 | AT2G25000 P12 transcription factor 60 NO significativo
transcription factor P
17 | AT2G37000 8C TCP11 NO significativo
dehydration-responsive
18 | AT2G38340 P16 element-binding protein NO significativo
2E
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ethylene-responsive
AT2G44940 | JVC 46 transcription factor
19 ERF034

AT2G44940 | JVC 47

NO significativo

NO significativo

MADS-box protein
SOC1

NAC domain containing
21 protein 46

AT3G04060 JVC11
AT3G05200 P52

AT3G05200 P53
AT3G05200 P54

23 | AT3G11580 P19

20 | AT2G45660 JVC49 NO significativo

NO significativo

NO significativo

E3 ubiquitin-protein

ligase ATL6 NO significativo

22

NO significativo

AP2/B3 domain-
containing protein

NAC domain-containing
protein 55

ethylene-responsive
AT3G16770 13C transcription factor
25 RAP2-3

NO significativo

24 | AT3G15500 75C NO significativo

NO significativo
NO significativo

AT3G16770 12C
26 | AT3G23050 JVC12

auxin-responsive
protein IAA7

transcription factor
,; |AT3G45150(  19C T8P16
AT3G45150 18C
AT3G57230 JVC14
AT3G57230 JVC15 protein agamous-like 16
AT3G61150 67C
29 homeobox-leucine
AT3G61150 68C zipper protein HDG1

RING-H2 finger protein
ATL5

transcription factor
31 AT4G00050 P55 UNE10

AT4G00050 P56

NO significativo

NO significativo

NO significativo
NO significativo
NO significativo

Problema al germinar

Problema al germinar NO significativo

30 | AT3G62690 82C NO significativo

NO significativo

Problema al germinar

NO significativo

E3 ubiquitin-protein

AT4G11680 73C NO significativo

ligase
32 AT4G11680 91C NO significativo
AT4G11680 92C NO significativo
33 |aTscusso| 2ec | NO significativo
AT4G14450 85C hypothetical protein NO significativo

34 | AT4G14450 89C
AT4G14450 76C

heat stress transcription
35 factor A-4a

AT4G18880 29C

NO significativo

NO significativo

NO significativo

sequence-specific DNA
36 | AT4G30410 P24 binding transcription
factor

NO significativo
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AT4G34410 JVC22

ethylene-responsive

transcription factor NO significativo

NO significativo

NO significativo

NO significativo

NO significativo

NO significativo

NO significativo

37 ERF109
ATAG34410 JVC23
transcription factor
38 AT4G36060 P25 bHLH11
AT4G36060 P26
” ATAG36710 IVC25 scarecrowl-gke protein
AT4G36710 JVC26
40 | AT5G02470 70C Transcription factor DP
41 |AT5G03510|  74C C2H2-type zinc finger
protein
dehydration-responsive
AT5G05410 JVC50 element-binding protein
42 2A

NO significativo

NO significativo

AT5G05410 JVC52

AT5G10140 45C

MADS-box protein

NO significativo

NO significativo

NO significativo

NO significativo

NO significativo

43 FLOWERING LOCUS C
AT5G10140 43C
E3 ubiquitin-protein
44 AT5G10380 86C ligase RING1
AT5G10380 69C
homeobox protein
45 AT5G11060 JVC29 knotted-1-like 4
agamous-like MADS-
46 ATSG13790 JVE30 box protein AGL15
AT5G13790 JVC32
47 | AT5G15150| JVC53 homeobox-leucine

48

zipper protein HAT7 NO significativo

myb family transcription
factor

AT5G17300 JVC57

NAC domain containing
protein 87

49 AT5G18270 41C
AT5G18270 40C NO significativo
dehydration-responsive
50 | AT5G18450 JVC58 element-binding protein NO significativo
2G
Floral homeotic protein P
AT5G20240 JvC 61 PISTILLATA NO significativo
51 Floral homeotic protein
AT5G20240 JVC59 PISTILLATA
AT5G20240 JVC60 NO significativo
protein TRANSPARENT
52 AT5G23260 34C TESTA 16
AT5G23260 36C NO significativo
ethylene-responsive Co
53 AT5G47230 JVC33 transcription factor 5 NO significativo

AT5G47230 JVC34

NO significativo
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AT5G47230 JVC35 NO significativo
AT5G49330 P58 myb domain protein 111
54 | AT5G49330 P59 NO significativo
AT5G49330 P60 NO significativo
55 | AT56G51870 48C protein agamous-like 71 NO significativo
56 | AT5G53420 JVC36 CCT motif family protein NO significativo
MADS-box protein Co
57 | AT5G55690 39C AGLAT NO significativo
transcription factor
AT5G60970 P61 TCP5
58 [AT5G60970| P62 NO significativo
AT5G60970 P63
50 |AT5G62020| Jvcag | fheatstress transcription NO significativo
factor B-2a
receptor homology-
60 transmembrane-ring H2 NO significativo
domain protein 1
AT5G66160 JVC42 NO significativo
Anexo 8:

Alineamiento de las secuencias del gen SCALMT2 en los cv. Imperial (Im) y Ailés (Ai), y
en la linea consanguinea Riodeva (Rd). En los tres casos las secuencias constaban de
1374 nucledtidos.

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
SCcALMT2-A1
SCcALMT2-Im

ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGCC
ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGLCC
ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGCC

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A AR Ak kK

GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG
GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG
GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A AR AR AKX Ak kK

CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA
CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA
CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA

hhkhhkhkhkhhkhkhk Ak hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhkhkrhkhhkhkdxhkxk

GAGGATCCAAGGAGGGTGGCGCACTCGTTCAAGGTCGGCCTGGCGCTCGCCCTGGTGTCC
GAGGATCCAAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTGGCGCTTACTCTGGTGTCC
GAGGATCCAAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTGGCGCTTACTCTGGTGTCC

hhkrxhkhkhkhkhkhkhkdrkh *hkkhkrhkhkhkkhhkhkhkrkhk hhkrkhkhkhkkhkhkhkhkrkhkhkxkhkxkx *  kkkkkxkkx

GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG
GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG
GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG

hhkhkhkkhkhkhhkhk Ak hhkrhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkkxhkxk

CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTATACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGCTTGAAT
CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTACACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGCTTGAAT
CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTACACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGCTTGAAT

hhkrhkhkhkhhkhkhhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhhh dhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkrkxx

AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTGGGTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC
AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTGGGTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC
AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTGGGTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC

R R I b b b b b 2h S b b Sb b I 2R e Sh S S Sb e b b I Sh b b b b b b SE S S b b b 2R e S b b Sb db S b I 2h db S b b S
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ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
SCALMT2-Im

CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG
CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG
CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG

hhkhkhkhkhkhhkhkhk Ak hkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhrhkhkrhkkrhkrkhkkhkkhdhkxk

GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC
GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC
GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC

Ak hkhkhkhkhhkhhhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrkhkkhkkhdkrkxk

ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT
ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT
ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT

kA hkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrhkkhkhkrkxk

CAGCTGGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTCCTTACCTGCCTCTGCACC
CAGCTCGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTACTTACCTGCCTCTGCACC
CAGCTCGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTACTTACCTGCCTCTGCACC

KAKNKAKR KAAKAAAKAAKAA AR A AR AKRA KNI I AR AR AR A A A A A A AN A kA A A I A hA A A A AR A Rk kK

ACCATCTTCGTCTTCCCCGTCTGGGCCGGCGAGGATCTCCACAAGCTCACTGCCGCCAAC
ACCATCTTCGTCTTCCCTGTCTGGGCCGGCGAGGATCTCCACAAGCTCACCGCCGCCAAC
ACCATCTTCGTCTTCCCTGTCTGGGCCGGCGAGGATCTCCACAAGCTCACCGCCGCCAAC

KAKXKAKRKAXAKAAKNAAKNAAKX AAXAKAKRAIAAA XA AR A A AA XA A AN AR AR A AR KA K, Ak h XAk hk k%

CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT
CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT
CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR AR A AR Ak kK

GCCAGCGAGAATCTGGAGGGCAAAGCCTTTCTGCAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC
GTCAGCGAGAATCTGGAGGGCAAAGCCTTTCTGCAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC
GCCAGCGAGAATTTGGAGGGCAAAGCCTTTCTACAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC

K KK AKRAKAAAAA KAAXAKAIAAAAKRAKRAIAA XA A, A A A A AR AR A A A AR A A A A Ak Ak kK

AAGGCTAGTGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC
AAGGCCAGTGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC
AAGGCCAGCGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC

hhkhkhkk hk kA hkkrhhkrhhkhhhkhkhkhhhrhkkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhhkrkhhkhkhkhkxk

GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACCAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG
GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACCAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG
GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACCAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG

hhkhhkhkhkhhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhhxhkxk

TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCTTGAG
TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCCTGAG
TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCCTGAG

hhkhhkhkhkhhkhkhhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrkhkrkh *kx*

GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT
GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT
GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT

hhkhhkhkhkhhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhhxhkxk

GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC
GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC
GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC

R R I b b b b 2h S b b Sb b b IR A Sh S S S e S R I Sh b b Sb  Sb b b Sh S S e b b b 2h e S b b Sb b S b e 2b db S Sb b S

AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCGAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG
AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCAAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG
AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCAAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG

KA KRKAA KA AAAAA AR A AR A AA AR A, kA A A A A A hA kA A A A Ak h kA Ak kA hAk Ak hk kA kA kh k)%
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ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

ScALMT2-Rd
ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im

Anexo 9:

Alineamiento de ScALMT2 en los cv. Imperial (Im) y Ailés (Ai), y en la linea

GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG
GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG
GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG

hhkhkhkhkhkhhkhkhk Ak hkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhrhkhkrhkkrhkrkhkkhkkhdhkxk

GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC
GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC
GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC

Ak hkhkhkhkhhkhhhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkrkhkkhkkhdkrkxk

AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAGCAGATAA
AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAGCAGATAA
AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAACAGATAA

Ak hkhkhkhkhhkhkkhk A hkkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkrhhrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkkhrkh *hkrxkxx*

consanguinea Riodeva (Rd). Consistian en 457 animoéacidos.

ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im
ScALMT2-Rd

ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im
ScALMT2-Rd

ScALMT2-Ai
SCcALMT2-Im
ScALMT2-Rd

ScALMT2-Ai
SCALMT2-Im
ScALMT2-Rd

ScALMT2-Ai
SCALMT2-Im
ScALMT2-Rd

ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im
ScALMT2-Rd

ScALMT2-Ai
ScALMT2-Im
ScALMT2-Rd

SCcALMT2-Ai
ScALMT2-Im
ScALMT2-Rd

MEVDHRIRVSDGDGNGETTAGQGGVVGVEFFAGCWLRLRSVLAGLWCWVDGFARKVGRIAR
MEVDHRIRVSDGDGNGETTAGQGGVVGVEFEFAGCWLRLRSVLAGLWCWVDGFARKVGRIAR
MEVDHRIRVSDGDGNGETTAGQGGVVGVEFFAGCWLRLRSVLAGLWCWVDGFARKVGRIAR

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A I KA A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR A A AR Ak kK

EDPRRVAHSLKVGLALTLVSVLYYVTPLFKGEFGVSTLWAVLTVVVVMEYTVGGTLSKGLN
EDPRRVAHSLKVGLALTLVSVLYYVTPLFKGFGVSTLWAVLTVVVVMEYTVGGTLSKGLN
EDPRRVAHSFKVGLALALVSVLYYVTPLFKGFGVSTLWAVLTVVVVMEYTVGGTLSKGLN

KAKKAKRKIKAK e A AKAKAK o AA XA KA KR A I A A XA A A KA A A A XA A AR A XA A A A IR A XA AR A A XK XX kK

RAFATLVAGFIAVGAHQVANRCGAQGEPILLAIFVFLLASAATEFSREFIPEIKARYDYGVT
RAFATLVAGFIAVGAHQVANRCGAQGEPILLAIFVFLLASAATFSRFIPEIKARYDYGVT
RAFATLVAGFIAVGAHQVANRCGAQGEPILLAIFVFLLASAATEFSREFIPEIKARYDYGVT

Ak hkhkhkhkhhkhkhk A hhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhkkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkxx

IFILTFSLVAVSSYRVEELIQLAHQREFSTIVIGVLTCLCTTIFVEFPVWAGEDLHKLTAAN
IFILTFSLVAVSSYRVEELIQLAHQRFSTIVIGVLTCLCTTIFVFPVWAGEDLHKLTAAN
IFILTFSLVAVSSYRVEELIQLAHQREFSTIVIGVLTCLCTTIFVEFPVWAGEDLHKLTAAN

hhkhhkkhkhkhhkhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkhkrhhkrkhhkhhxhkxk

LDKLAQFLQGLESECFGEKAVSENLEGKAFLQVYKSVLNSKASEDSLCNFAKWEPGHGKF
LDKLAQFLOGLESECFGEKAASENLEGKAFLQVYKSVLNSKASEDSLCNFAKWEPGHGKF
LDKLAQFLQGLESECFGEKAASENLEGKAFLQVYKSVLNSKASEDSLCNFAKWEPGHGKF

hhkrkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhkh dhhkhhhkhrhkhkrhkhkhhhkrkhkhkhhkrhhkrhkkhkrhhkrhkkhkhkhxhkxk

GFRHPWSQYQKLGALCRQCASSMEALASYVITLOKSQYPEANPELTLKVRMACGEMSSHS
GFRHPWSQYQKLGALCRQCASSMEALASYVITLOKSQYPEANPELTLKVRMACGEMSSHS

GFRHPWSQYQKLGALCRQCASSMEALASYVITLOKSQYLEANPELTLKVRMACGEMSSHS
ok K ok ok ok ok k kK ok kK ok ok ok ok k ko k kK ok ok ok ok ok ok ok k ko k ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok kK k kK ok ok ok Kk kK

AKALKELSTAIRTMVVPSPASITMSAAIKAAKDLRNELSEDAALLQVMHVAVTATLISDL
AKALKELSTAIRTMVVPSPASITMSAAIKAAKDLRNELSEDAALLQVMHVAVTATLISDL
AKALKELSTAIRTMVVPSPASITMSAAIEAAKDLRNELSEDAALLQVMHVAVTATLISDL

KA A K AR AR KA A A KA AKRA AR A AR AR AR A A K e A AR A AR A A A AR AR AR A AR AR AR A A XK Ak kK

VITIVKIAETADNLARLGHFKNPEKTQKDVAINIPSR
VITIVKIAETADNLARLGHFKNPEKTQKDVAINIPNR
VITIVKIAETADNLARLGHFKNPEKTQKDVAINIPSR

KAk kAkAhkhkkhhhAkkh Ak hhkkh Ak kA hkrkhkhkhkdhkhrkhkrxkhkkhkrkhkx %
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Anexo 10:

Alineamiento de las secuencias de nucle6tidos de psSCALMT2 y SCALMT2 en el cultivar
Ailés. Las secuencias constan de 1374 pb con dos unicos SNPs. El segundo de ellos
(sefialado en rojo) consiste en una transicién de una citosina por una timina (C ),

gue producia un coddn de terminacion TAG prematuro.

SCcALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

SCcALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1l

ScALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

ScALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

ScALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

SCcALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSSCALMT2-Ai

SCcALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

SCcALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

SCALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSScALMT2-A1

ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGCC
ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGLCC

hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhhkhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrkkhkkhkrkxk

GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG
GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG

hhkhkhkhkhkhhkhhk Ak hkrhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhhrhkhkrhdhhhkrhkhkhkhrhkhkrhkkrhkrhkkkkhdkrkxk

CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA
CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A A A A KNI A A A A A AR AR AR A A IR A AR A A ARk kK

GAGGATCCAAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTGGCGCTTACTCTGGTGTCC
GAGGATCCAAGGCGGGTGGCGCACTCGCTCAAGGTCGGCCTGGCGCTTACTCTGGTGTCC

Ak hkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkrhhkrhkkhkkhhhkxk

GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG
GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR A AR A AR Ak kK

CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTACACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGCTTGAAT
CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTACACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGCTTGAAT

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A A AR A AR A K,k

AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTGGGTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC
AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTGGGTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC

Ak hkhkhkhkhhkhkhk A hhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkhkhxxkxk

CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG
CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A A AR A A A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR Rk kK

GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC
GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A ARk kK

ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT
ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT

hhkhhkhkhkhhkhkk Ak hhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkhhkhkhxhkxk

CAGCTCGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTACTTACCTGCCTCTGCACC
CAGCTCGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTACTTACCTGCCTCTGCACC

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A AR A A A AKX Ak kK

ACCATCTTCGTCTTCCCTGTCTGGGCCGGCGAGGATCTCCACAAGCTCACCGCCGCCAAC
ACCATCTTCGTCTTCCCTGTCTGGGCCGGCGAAGATCTCCACAAGCTCACCGCCGCCAAC

hhkhhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkrhhkhhhkhkhkhhhkrhkhrkh dhhkrkhkhhkhrhkhkrhkkhkrhhkrkhkhkhkhxhkxk

CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT
CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT

KA KA AR AR A AN A I A A R AR A A I A AR AR A A I A A NI A A A AR A AR AR A A A Ak Ak A Ak Kk ko kK

GTCAGCGAGAATCTGGAGGGCAAAGCCTTTCTGCAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC
GTCAGCGAGAATCTGGAGGGCAAAGCCTTTCTGCAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC

R R I b b b b b 2h S b b S b I 2R S S S S e S b I Sh b b b Sb b b SE S b e b b I 2R e S b b Sb b S 2b b 2b db S b b S
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ScALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

SCALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

SCcALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1l

SCcALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1l

ScALMT2-A1
PsSScALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

ScALMT2-A1
pPsSScALMT2-A1

ScALMT2-A1
pPsSScALMT2-A1

ScALMT2-Ai
PSSCALMT2-A1

Anexo 11:

AAGGCCAGTGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC
AAGGCCAGTGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC

KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A I AA A A A KNI A A A A A AN A R AR A AR A AR A A ARk kK

GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACCAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG
GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACTAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG

KAKAKAKNAKAAAAAAKAAXAAAAAXAKAAKNAKRKA A A A KA IAAA A A AR AR AR A A IR AR AR A AR AR KKK

TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCCTGAG
TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCCTGAG

Ak hkhkhkhkhhkhhk Ak kA hhk A hhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT
GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT

Ak hkhkhkhkhhkhhk Ak hkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhkrhhkrhkdkhkhhkhkhkrhkhkrhkhrhkkhkhkxkxx

GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC
GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC

KA A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A I AA A A AR A A A A A A AN A A AR A A IR AR AR A A A,k KK

AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCAAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG
AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCAAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG

Ak hkhkhkhkhhkhkhk Ak hkhhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhkhhkxk

GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG
GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR AR AR AR Ak kK

GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC
GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR AR A A AR Ak kK

AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAGCAGATAA
AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAGCAGATAA

hhkrkhkhkhk kA hkhkhhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkxx

Secuencia de 310 aminoacidos de la proteina truncada psScALMT2-Ai.

MEVDHRIRVSDGDGNGETTAGQGGVVGVFFAGCWLRLRSVLAGLWCWVDGFARKVGRIAREDPRRVAHSLKVGLALTLVS
VLYYVTPLFKGEGVSTLWAVLTVVVVMEYTVGGTLSKGLNRAFATLVAGEFTAVGAHQVANRCGAQGEPILLAIFVFLLAS
AATFSRFIPEIKARYDYGVTIFILTFSLVAVSSYRVEELIQLAHQRFSTIVIGVLTCLCTTIFVFPVWAGEDLHKLTAAN
LDKLAQFLQGLESECFGEKAVSENLEGKAFLQVYKSVLNSKASEDSLCNFAKWEPGHGKFGFRHPWSQY

Anexo 12:

Alineamiento de las secuencias de nucle6tidos de psSCALMT2 y SCALMT2 en el cultivar
Riodeva. Las secuencias constan de 1372 y 1374 pb, respectivamente. psSCALMT2
mostraba cuatro SNPs y dos deleciones de un Unico nucleétido respecto a la secuencia
funcional SCALMT2-Rd. La primera deleccion (sefialada en rojo) producia un cambio en
el marco de lectura que generaba un coddn de terminacién TAG prematuro.

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGLCC
ATGGAGGTTGATCACCGCATCAGGGTGAGCGACGGCGACGGCAACGGCGAGACGACGGCC

R R S b I b e Sb b b S I S Sb b S SE S b b Sb eI b I Sh b S b Sb b b 2h e S b b b b S b S 2b S Sb b b I 2h b Y

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG
GGACAAGGAGGCGTTGTCGGCGTCTTCTTCGCGGGCTGCTGGCTGCGGCTCCGCTCGGTG

R R S b I b e Sb b b S S S e Sb b b S S b b Sb eI b I Sh b S db e Sb b b 2h e S b b Sb b S b S b S Sb d Ib b I Sh b S 3

CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA
CTCGCCGGGCTCTGGTGCTGGGTCGACGGGTTCGCCAGGAAGGTGGGCAGGATCGCCAGA

R R e S b I b b Sb b b Sb S S SR e Sb b S SR S b b Sb eI b I Sh b S b b Sb b b 2h e S b b Sb b b b S 2b S Sb d Sb b I 2h b S Y

192



Anexos

SCcALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
psScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd
pPsScALMT2-Rd

ScALMT2-Rd

GAGGATCCAAGGAGGGTGGCGCACTCGTTCAAGGTCGGCCTGGCGCTCGCCCTGGTGTCC
GAGGATCCAAGGAGGGTGGCGCACTCGTTCAAGGTCGGCCTGGCGCTCACCCTGGTGTCC

KA KA A A AR AR A A KA A A A A KNI AR A A A AR AR AR A A A A AN A A A A A A A A A AR, Ak kA Ak h k%

GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG
GTCCTCTACTACGTCACGCCGCTCTTCAAGGGCTTCGGGGTCTCCACGCTCTGGGCCGTG

KRR A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A A AR AA A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A AR A X kK

CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTATACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGCTTGAAT
CTCACCGTCGTCGTCGTCATGGAGTATACCGTCGGTGGCACGCTGAGCAAAGGTTTGAAT

KA A KA AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A AN A A A A A A A A A A AR A A A Kk kA kA ko k%

AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTGGGTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC
AGAGCCTTCGCGACGCTGGTGGCTG-GTTCATCGCCGTGGGAGCTCATCAGGTAGCTAAC

KAKAKAAAKAAKNRAAAAAAAKNAXNAAAAKAKA A A A AA A A AR A AR AR A A A A AR A A A A A AR A A K kK

CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG
CGCTGTGGTGCACAGGGGGAGCCCATACTGCTCGCCATCTTCGTCTTCTTGCTAGCGTCG

KA A A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A A KA AR A IR A A A AR A A A AR IR AR AR A A AR A AR AR Kk K

GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC
GCGGCAACGTTCTCGCGCTTCATCCCGGAGATCAAGGCGAGGTACGACTACGGCGTGACC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR AR A X kK

ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT
ATCTTCATACTCACCTTCAGCCTGGTGGCCGTGTCGAGCTACCGCGTGGAGGAGCTCATT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR AR A A AR AR AR XKk

CAGCTGGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTCCTTACCTGCCTCTGCACC
CAGCTGGCGCACCAGCGCTTCTCCACCATCGTCATCGGCGTCCTTACCTGCCTCTGCACC

kA hkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

ACCATCTTCGTCTTCCCCGTCTGGGCCGGCGAGGATCTCCACAAGCTCACTGCCGCCAAC
ACCATCTTCGTCTTCCCCGTCTGGGCCGGCGAGGATCTCCACAAGCTCACTGCCGCCAAC

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhkhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT
CTCGACAAGCTGGCACAGTTTCTTCAAGGATTGGAATCTGAATGCTTTGGAGAAAAGGCT

kA hkhkrkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkhhhkrhhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkrkkxk*k

GCCAGCGAGAATCTGGAGGGCAAAGCCTTTCTGCAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC
GCCAGCGAGAATCTGGAGGGCAAAGCCTTTCTGCAAGTGTACAAGAGCGTCCTCAACTCC

kA hkkrkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhhkrhkhkhhkdAhhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*k

AAGGCTAGTGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC
AAGGCCAGTGAGGACTCCCTGTGTAATTTTGCTAAGTGGGAGCCCGGTCATGGCAAATTC

khkhkkhkk hhkhkhkhkkhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACCAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG
GGCTTCCGGCACCCTTGGAGCCAATACCAGAAGCTCGGAGCTCTTTGTCGTCAGTGCGCG

kA hkkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhkhhhkrhhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*k

TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCTTGAG
TCTTCAATGGAGGCTCTTGCTTCCTATGTCATCACACTGCAAAAATCCCAGTACCTTGAG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR A AR AR A XKk

GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT
GCCAATCCAGAGCTAACCTTAAAGGTCCGAATGGCGTGCGGGGAAATGAGCTCGCACTCT

R R S b I b e Sb b b S I S Sb b b SR S b b Sb eI b I Sh b b db I Sb b I 2h e S b b b b S b S Jb S Sb b b I 2h b 3

GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC
GCTAAGGCGCTCAAGGAGCTATCAACAGCCATTCGGACAATGGTCGTGCCATCTCCGGCC

R R i S b I b b Sb b b S I S Sb b S SE S b b b eI b b Sh b S b Sb b b 2h e S b b Sb b S b S b S Sb b b I Sh b S Y

AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCGAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG
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PsScALMT2-Rd AGCATCACCATGTCTGCAGCCATCAAAGCTGCAAAAGACCTCAGAAATGAATTATCAGAG

krkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhhAhkhkrhkhkrhhkhkhkx hhkhkhkrhkkhrhhkrhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkkxkhkkhkxkhkkxk*k

SCALMT2-Rd GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG
psSCALMT2-Rd GACGCAGCTCTGTTGCAAGTGATGCATGTGGCTGTTACTGCCACACTTATCTCAGACTTG
KA A A A AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR A AR A I A A A A AN A AR AN A AN A A AR A A A A A AR A K kK
SCALMT2-Rd GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC
psSCALMT2-Rd GTTACGACAATAGTGAAAATTGCAGAAACTGCTGACAATCTAGCACGGCTTGGACACTTC
KA A A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A R A I A A A A AR A AR A AR IR AR AR A A A A AR AR Kk K
SCALMT2-Rd AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAGCAGATAA

psScALMT2-Rd

Anexo 13:

AAGAACCCTGAAAAAACTCAGAAAGATGTTGCTATCAACATTCCGAGCAATAA-

KA KA A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A AR A Ak kK . ok

Secuencia de 137 aminoacidos de la proteina truncada psScALMT2-Rd.

MEVDHRIRVSDGDGNGETTAGQGGVVGVFFAGCWLRLRSVLAGLWCWVDGFARKVG
RIAREDPRRVAHSFKVGLALTLVSVLYYVTPLFKGFGVSTLWAVLTVVVVMEYTVGGTLS

KGLNRAFATLVAGSSPWELIR

Anexo 14:

Alineamiento de las secuencias parciales del gen SCALMT3 en los cv. Imperial (Im) y
Ailés (Ai) (1228 nucleodtidos), y en la linea consanguinea Riodeva (Rd) (1231

nucleétidos).
ScALMT3-Rd
ScALMT3-A1
SCALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCALMT3-Im

ScALMT3-Rd
SCcALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd

GCGCTCGCGCTGGTCTCGGTGTTCTACTACACCAGGCCCCTGTACGAGGGCGTTGGCGGC
GCGCTCGCGCTGGTCTCGGTGTTCTACTACACCAGGCCCCTGTACGACGGCGTTGGCGGC
GCGCTCGCGCTGGTCTCGGTGTTCTACTACACCAGGCCCCTGTACGAGGGCGTTGGCGGC

KKK A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I AA AR AR A AR A A A AR AR A, A Ak Ak Ak x k%

GCCGCCATGTGGGCCATCATGACAGTCGTCGTGATCTTCGAGTACACCGTTGGTAAGTCG
GCCGCCATGTGGGCCATTATGACAGTCGTCGTGATCTTCGAGTACACCGTTGGTAAGTCG
GCCGCCATGTGGGCCATCATGACAGTCGTCGTGATCTTCGAGTACACCGTTGGTAAGTCG

khkhkkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrkh *hhkrhkhkhhhhkhkrhkhkrhhkrhkrhhkrhkkhkrhhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

TCGTACTTACACACCCTCACATCTAGTAGCTGAAGAATACATGTTGCAGTCAACGTACGT
TCGTACTTACACACCCTCACATCTAGTAGGTGAAGAATACATGTTGCAGTCAACGTACGT
TCGTACTTACACACCCTCACATCTAGTAGCTGAAGAATACATGTTGCAGTCAACGTACGT

AKAKAKAKAAKAAKRKAAAAAAAKRA AR A A A AR AN A, A XA AR A IAAA R A AR A AR A A A AR AR AR A X kK

ACTTCGATTGGCTTTCAGATGCTGACCTCTCTCATGCATGCACGTGCAGGTGGCTGTGTG
ACTTCGATTGGCTTTCTGATGCTGACCTC--TCATGCATGCACGTGCAGGTGGCTGTGTG
ACTTCGATTGGCTTTCTGATGCTGACCTC--TCATGCATGCACGTGCAGGTGGCTGTGTG

kxhkkrkhkkhkrhkhkhkhkhhkhkxohkhkhkhkhkhkkkhkhktkh*k hhkrhkhkhk kA hkkhkrhkkrhkhkrkkhkhkhhkkxkhkkxk

TACAAGGGGTTCAACCGAGCCGCCGCCACGGTCAGCGCCGGCGCGATCGCGCTCGGLGTC
TACAAGGGGTTCAACCGAGCCGCCGCGACGGTCAGCGCCGGCGCGATCGCGCTCGGCGTC
TACAAGGGGTTCAACCGAGCCGCCGCGACGGTTAGCGCCGGCGCGATCGCGCTCGGCGTC

khkhkkhkrkhkhkrhkhkhkkhhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhhkhk hhkrkhk hhkrkhkhhkhkrhkkhkrhkhkrkhhkrkhkrhkhkrkkxk*k

CACTGGATCGCGGCCAACGCCGGCCACGAGCTCGAGCCGTTCATCCGCAGCGGCTCGGTT
CACTGGATCGCGGCCAACGCCGGCCACGAGCTCGAGCCGTTCATCCGCAGCGGCTCGGTT
CACTGGATCGCGGCCAACGCCGGCCACGAGCTCGAGCCGTTCATCCGCAGCGGCTCGGTT

R R e S b I b b S b b Sh I S e Sb b S SE e S b b Sb eI b b Sh b b db I Sb b b 2h e S b b b b S b S 2b S Sb b b I Sh b S Y

TTCCTGCTCGGTAAGTATCCACGCGTGCCTGTACATGAATCGCGTATACATCGTGTGCGC
TTCCTGCTCGGTAAGTATCCACGCGTGCCTGTACATGAATCGCGTATACATCGTGTGCGC
TTCCTGCTCGGTAAGTATCCACGCGTGCCTGTACATGAATCGCGTATACATCGTGTGCGC

hhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhhhxxxx

CCTAGCTAACGGTCTTGCTACGCGCTCCGTGCGTGCAGCTTCCATGGCGACGTTCTCGCG
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ScALMT3-Ai
SCcALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCcALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCcALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCcALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCcALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai
SCALMT3-Im

ScALMT3-Rd
SCALMT3-Ai
ScALMT3-Im

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Ai

CCTAGCTAACGGTCTTGCTACGCGCTCCGTGCGTGCAGCTTCCATGGCGACGTTCTCGCG
CCTAGCTAACGGTCTTGCTACGCGCTCCGTGCGTGCAGCTTCCATGGCGACGTTCTCGCG

KA A A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A A AR X kK

GTTCATACCCACGGTGAAGGCGCGGTTCGACTACGGCGTGACCATCTTCATCCTGACGTA
GTTCATACCCACGGTGAAGGCGCGGTTCGACTACGGCGTGACCATCTTCATCCTGACGTA
GTTCATACCCACGGTGAAGGCGCGGTTCGACTACGGCGTGACCATCTTCATCCTGACGTA

KA A A A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A I A A A A AR A A A A A A AR A I AR A A A A A AR A X kK

CAGCCTGGTGGCCGTGTCCGGGTACCGCGTGGAGGCGCTGCTGGCCATGGCGCAGCAGAG
CAGCCTGGTGGCCGTGTCCGGGTACCGCGTGGAGGCGCTGCTGGCCATGGCGCAGCAGAG
CAGTCTGGTGGCCGTGTCCGGGTACCGCGTGGAGGCGCTGCTGGCCATGGCGCAGCAGAG

khkk khkkhkhkhkhk kA hkkhkrhkkhkhhhkhhhkhkhhhkhkrhkhkhrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkxkkhkrxkhkkxk*k

GGTGTGCACCATTGCCATCGGCGTCTTCATGTGCCTCTCCGTCTGTGTGCTCATCTGCCC
GGTGTGCACCATTGCCATCGGCGTCTTCATGTGCCTCTCCGTCTGTGTGCTCATCTGCCC
GGTGTGCACCATTGCCATCGGCGTCTTCATGTGCCTCTCCGTCTGTGTGCTCATCTGCCC

KRR A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A A A I A A A A AR A A A A A A A A AR AR A A A A A AR AR X kK

CGTGTGGGCAGGGCAGGAGCTGCACCGCCTCACTGCGCGCAACATAGATAAGCTCGCCGG
CGTGTGGGCAGGGCAGGAGCTGCACCGCCTCACCGCGCGCAACATGGATAAGCTCGCCGG
CGTGTGGGCAGGGCAGGAGCTGCACCGCCTCACCGCGCGCAACATGGATAAGCTCGCCGG

khkhkkhkrkhkkhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkkhdx dhrkhkhkrkhhkrkhkhkh *hkhrhkhkrhkhrxkhkkxk

CGCCGTCGAGGCCTGCGTGGAGGACTACTTCGCGGAGCAGACGGACGGCAAGCAGCAGCC
CGCCGTCGAGGCCTGCGTGGAGGACTACTTCGTGGAGCAGGCGGACGGCAAGCAGCAGCC
CGCCGTCGAGGCCTGCGTGGAGGACTACTTCGTGGAGCAGACGGACGGCAAGCAGCAGCC

KAIAKAKAAKAAKRKAIAKAAAAAKNAXAAA A A A KR A XA I AA AKX Ak khhhAk d dAhk kA hAhkh A Ak Ak kA kA x k%

GCCGTCCGCCGGGGCGGACGGGTACAAGTGCGTGCTCAACTCCAAGGCGTCCGAGGACTC
GCCGTCCGCCGGGGCGGACGGGTACAAGTGCGTGCTCAACTCCAAGGCGTCCGAGGACTC
GCCGTCCGCCGGGGCGGACGGGTACAAGTGCGTGCTCAACTCCAAGGCGTCCGAGGACTC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR AR A I A A AR AR A A A A AR AR AR A A AR AR AR AR A XKk

GCAGGCCAACCTGGCGCGGTGGGAGCCCGCGCACGGCAGGTTCGGCTTCCGCCACCCGTA
GCAGGCCAACCTGGCGCGGTGGGAGCCCGCGCACGGCAGGTTCGGCTTCCGCCATCCGTA
GCAGGCCAACCTGGCGCGGTGGGAGCCCGCGCACGGCAGGTTCGGCTTCCGCCACCCGTA

khkhkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhhhhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhkrkhk *kxk*k

CGAACAGTACAGGAACGTCGGCGCCGCCATGCGGCACTGCGCCTACTGCGTGGAGGCACT
CGAACAGTACAAGAACGTCGGCGCCGCCATGCGGCACTGCGCCTACTGCGTGGAGGCACT
CGAGCAGTACAAGAACGTCGGCGCCGCCATGCGGCACTGCGCCTACTGCGTGGAGACCCT

Ahkk KAAkKAAhkhKh AAKAAKRAXAKAAAA AKX AR A I A A XA A AN A A A A XA A AR A XA d A A AKX AKX,k K k%

GAGCGGGTGTGTCCGCTCAGAGATCCAGGCGCCCGAGCACGTCAAGCGGCACCTCGCCGA
GAGCGGGTGCGTCCGCTCAGAGATCCAGGCGCCCGAGCATGTCAAGCGGCACCTCGCCGA
GAGCGGGTGCGTCCGCTCAGAGATCCAGGCGCCCGAGCACGTCAAGCGGCACCTCGCCGA

khkhkkhkrhkhkrkhk hhhkhkhkhhkhrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhkkhkrhkhkdx ,rxkhkhhhkrkhrhkhkrhkhkrxkhkkxk

CGGCTGCACGACGGTGGCGGCGCGGTGCGCGCGGGTGCTCGGGGAGGCCGCGAGCTCCGT
CGGTTGCACGACGGTGGCGGCGCGGTGCGCGCGGGTGCTCGGGGAGGCCGCGAGCTCCGT
CGGCTGCACGACGGTGGCGGCGCGGTGCGCGCGGGTGCTCGGGGAGGCCGCGAGCTCCGT

KAk A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A A kA A* kK

CAGCGAAATGACTACGTCGTGGAGCCTGGACTTCGCCGTGGCCGAGATGAACACCGCCGT
CAGCGCAATGACTACGTCGTGGAGCCTGGACTTCGCCGTGGCCGAGATGAACACCGCCGT
CAGCGAAATGACTACGTCGTGGAGCCTGGACTTCGCCGTGGCCGAGATGAACACCGCCGT

AKhkkhhkk KA A AhAAA A A AR A A A hA A A AR A A AR A A A A A kA A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA k ko k%

GCAGGAGCTCCAGAGCGACCTGAGGGAGCTCCCATCCAAGCTGGCCGAGGAGTCGCCTGC
GCAGGAGCTCCAGAGCGACCTGAGGGAGCTCCCATCCAAGCTGGCCGAGGAGTCGCCTGC
GCAGGAGCTCCAGAGCGACCTGAGGGAGCTCCCGTCCAAGCTGGCCGAGGAGTCGCCTGC

kkhkkhkkhkkhkkhhkkhhkkhhkhhkkhhhhkhhkhhhhkhhkhhkhhhhdk hhhkhhkhhkhhkrhkrhkrhkrhkrhkrkrkxkxx

GACGGTGATCGACGCCGTGCAGCTCTTCACA
GACGGTGATCGACGCCGTGCAGCTCTTCAC-
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GACGGTGATCGACGCCGTGCAGCTCTTCAC—
ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok ok

ScALMT3-Im

Anexo 15:

Alineamiento de fragmentos proteicos de SCALMT3 en los cv. Imperial (Im) y Ailés (Ai), y
en la linea consanguinea Riodeva (Rd). Consistian en 359, 337 y 338 animoacidos,
respectivamente.

ScALMT3-Rd
SCALMT3-Im
ScALMT3-Ai

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Im
ScALMT3-Ai

ScALMT3-Rd
SCALMT3-Im
ScALMT3-Ai

ScALMT3-Rd
SCcALMT3-Im
ScALMT3-Ai

ScALMT3-Rd
ScALMT3-Im

—————————————————————— MHVQVAVCTRGSTEPPPRSAPARSRSASTGSRPTPATS
LKNTCCSQRTYFDWLSDADLSCMHVQVAVCTRGSTEPPRRLAPARSRSASTGSRPTPATS
—————————————————————— MHVQVAVCTRGSTEPPRRSAPARSRSASTGSRPTPATS

khkkhkhkhkkhkrhkkhkhkhkkhkrkhkkx * hkhkrhkkhkhkkhkrkhkkkkhkxkhkkxk*k

SSRSSAAARFSCSVSIHACLYMNRVYIVCALANGLATRSVRAASMATESREFIPTVKARED
SSRSSAAARFSCSVSIHACLYMNRVYIVCALANGLATRSVRAASMATESREIPTVKARED
SSRSSAAARFSCSVSIHACLYMNRVYIVCALANGLATRSVRAASMATEFSREFIPTVKARED

KA A A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A I A A A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A AR A X kK

YGVTIFILTYSLVAVSGYRVEALLAMAQQRVCTIAIGVFMCLSVCVLICPVWAGQELHRL
YGVTIFILTYSLVAVSGYRVEALLAMAQQRVCTIAIGVFMCLSVCVLICPVWAGQELHRL
YGVTIFILTYSLVAVSGYRVEALLAMAQQRVCTIAIGVFMCLSVCVLICPVWAGQELHRL

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrxhkhkxkhkkxk*k

TARNIDKLAGAVEACVEDYFAEQTDGKQQOPPSAGADGYKCVLNSKASEDSQANLARWEPA
TARNMDKLAGAVEACVEDYFVEQTDGKQOPPSAGADGYKCVLNSKASEDSQANLARWEPA
TARNMDKLAGAVEACVEDYFVEQADGKQQPPSAGADGYKCVLNSKASEDSQANLARWEPA

khkhkkhkohkhkhhkhkhkkhhkhkhkrhkhkhkh dkeoekhkhhhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

HGRFGFRHPYEQYRNVGAAMRHCAYCVEALSGCVRSEIQAPEHVKRHLADGCTTVAARCA
HGRFGFRHPYEQYKNVGAAMRHCAYCVETLSGCVRSEIQAPEHVKRHLADGCTTVAARCA

ScALMT3-A1 HGRFGFRHPYEQYKNVGAAMRHCAYCVEALSGCVRSEIQAPEHVKRHLADGCTTVAARCA
*************:**************:*******************************
ScALMT3-Rd RVLGEAASSVSEMTTSWSLDFAVAEMNTAVQELQSDLRELPSKLAEESPATVIDAVQLFET
ScALMT3-Im RVLGEAASSVSEMTTSWSLDFAVAEMNTAVQELQSDLRELPSKLAEESPATVIDAVQLFE -
ScALMT3-A1 RVLGEAASSVSAMTTSWSLDFAVAEMNTAVQELQSDLRELPSKLAEESPATVIDAVQLF -
Ahhkhkhkhrhkhkhkhh hhkhkrhkhkhkhkhhhkhhkrhhkhkhkhrhhkhhkrhhkhkhkhrhhkkhkhkrhhkhkhhhkhkkxkxk*
Anexo 16:

Alineamiento de las secuencias parciales del gen SCALMT4 en el cv. Ailés (Ai), y en la
linea consanguinea Riodeva (Rd). En ambos casos las secuencias constan de 441
nucleotidos.

ALMT4-Rd CTGAGATCTTAGATGCCACAAaCCAAGCTGCAGAGTTATTGCGCAGT TTGGCAAAGGATG
ALMT4-Ai CTGAGATCTTAGATGCCACAAACCAAGCTGCAGAGTTATTGCGCAGTTTGGCAAAGGATG

khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhhkkhhkhhkhhkhhkhhkhhkrhkrhkhhkrhkrrkrhkrkhkrxrkrxrkrxkxx*x
ALMT4-Rd TAAACAACATGAAGTGGAGCCTCCAAACAAGCCTACTCAAGCATGTGCATGTCTCAACTG
ALMT4-Ai TAAACAACATGAAGTGGAGCCTCCAAACAAGCCTACTCAAGCATGTGCATGTCTCAACTG

kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhkkhhhkhkhhkhhhhhhhhkhhkhhhhhhkhhkrhkhhkrhkrhkrrkrhkrkhkrkhkrxrkrkxx*x
ALMT4-Rd AGCGTCTGCAACAATCAATTGACCTGCACTCCTACCTCTTTGCTGTAAATCATGAAGACA
ALMT4-Ai AGCGTCTGCAACAATCAATTGACCTGCACTCCTACCTCTTTGCTGTAAATCATGAAGACA

R R S I b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b S b b b db b b b b b db b b b b b b b b b b b b b 2 4
ALMT4-Rd ACTCTATCAAGCCACAACTAAAAACCTCCAGGGTTGTCACTTTCAACCTCAACATCAAAC
ALMT4-A1 ACTCTATCAAGCCACAACTAAAAACCTCCAGGGTTGTCACTTTCAACCTCAACATCAAAC

Ahhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhhkhrhkhkkhkhhhhkhhkhrhhkhkhhrhrhkkhhkhrhhkkhkhhkrhkkhhkrhkhkhkkhhrhkhhdxhkhk*x
ALMT4-Rd AAAATGATGACCCAGAAAGTAAGATAGCTGAAGACATAACAACACAAGTAGCTGGGCCAC
ALMT4-A1 AAAATGATGACCCAGAAAGTAAGATAGCTGAAGACATAACAACACAAGTAGCTGGGCCAC

Akhhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhhkhhhkkhhkhhhkhhkhrhhkhhhhrhkkhhkhrhhkkhkhhrrhkkhhkrhkhkhkkhhrhkhhdkhkhk*x
ALMT4-Rd TGCAACCTGAAGCCTACCATGAGATGATGAARAGGCAGCAGAGGAGGCTGCATTCGTGGC
ALMT4-A1 TGCAACCTGAAGCCTACCATGAGATGATGAAAAGGCAGCAGAGGAGGTTGCATTCGTGGC

KA A A A A A AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A A A A A A A hA A A A A A A A h Ak kh kA Ak hhkkhkrkx k%
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AIMT4-Rd CTTCTCGGGAGGTGGATGATTTTGAAGATGATGAGAATGTCGTTTCTGATATGATTCCGA
ALMT4-A1 CTTCTCGGGAGGTGGATGATTTTGAAGATGATGCGAATGTCGTTTCTGATATGATTCCGA
*********************************'**************************
AILMT4-Rd GGATGCGTGCACTTGAAAGTA
ALMT4-A1 GGATGCGTGCACTTGAAAGTA
kA hkhkhkhkkhhkhhkkhhkhhkkkhkkkx*k
Anexo 17:

Alineamiento de fragmentos proteicos de ScALMT4 en el cv. Ailés (Ai) y en la linea
consanguinea Riodeva (Rd), consistentes ambos en 146 animoécidos.

ALMT4-A1i EILDATNQAAELLRSLAKDVNNMKWSLQTSLLKHVHVSTERLQQSIDLHSYLFAVNHEDN

ALMT4-Rd EILDATNQAAELLRSLAKDVNNMKWSLQTSLLKHVHVSTERLQQSIDLHSYLFAVNHEDN
R IR I S I b 2 b 2 b 2 b 2 b 2 b 2 b 2b b b b 2 b b S 2 b 2b b b b 2 b S b 2h b 2 b 2 db 2b O 2 b 2h db 2h 2 2 O 2h b 2 db 2 3

ALMT4-A1i SIKPQLKTSRVVTFNLNIKQNDDPESKIAEDITTQVAGPLQPEAYHEMMKROQRRLHSWP

ALMT4-Rd SIKPQLKTSRVVTFNLNIKQNDDPESKIAEDITTQVAGPLQPEAYHEMMKROQRRLHSWP
IR IR I S I b 2 b b b 2 b 2 b 2 b 2 b 2 b b db dh b 2 b b b 2b b b b 2 b S b 2b Sb 2 O 2 O 2b O 2 b 2 db 2h db 2 db 2h b 2 db 2 3

ALMT4-A1 SREVDDFEDDANVVSDMIPRMRALES

ALMT4-Rd SREVDDFEDDENVVSDMIPRMRALES

kxhkkhkrhkkhkrkhkk hhkkkrhkkhkrhkkxkkxk

Anexo 18:

Alineamiento de las secuencias parciales del gen SCALMT5S para los cv. Petkus y Ailés,
y la linea consanguinea Riodeva. Consistian en 275, 388 y 387 nucleétidos,
respectivamente.

ALMT5-Rd AGGTTTCAATAGGGGATTAGGAACACTTACTGCAGGAGGACTTGCTCTAGCAATTGCTGA
ALMTS5-Pe == — o m oo
ALMT5-Ai AGGTTTCAATAGGGGATTAGGAACTCTTACTGCAGGAGGGCTTGCTCTAGCAGTTGCCGA
ALMT5-Rd ATCGGCCAAAAACCTGGGGGAAATGGAAGAAGTGATTATTGTTGTGAGCACCTTCACTGT
ALMTS5-Pe == m—mm oo o TTTACTGT
ALMT5-Ai ATTGTCCAAAAACTTGGGGGCATTGGAAGAAGTGATCCTTGTTATCAGCATCTTTACTGT

* Kk kkkkx

ALMT5-Rd TGGTATGCATCAAAAGCTTGCTGAGTTCATTTCCTGGTGCATGTTATGCGAGTGTATCTA
ALMT5-Pe TGGTAAGCATTGG-GGCATGCTGCGATAATTTCCTGGTGCATTTTGTACAAGTGTATCTA
ALMT5-A1 TGGTAAGCATTGG-GGCATGCTGCGATAATTTCCTGGTGCATTTTGTACAAGTGTATCTA

*****:**** .. .**:*****.*:*_************** **.*.*.**********
ALMT5-Rd ACTTGTTGTCTACTGGCTCTATGCTTTTGACTGCTAGGTTTTTGTACAACCTTGGCAAAG
ALMT5-Pe ATTTGTACTACTCTACTTTTATGTTTTTGACTGTTAGGTTTTATCACAAACTTGGCAAAG
ALMT5-A1 ATCTGTACTACTCTACTTTTATGTTTTTGACTGTTAGGTTTTATCACTAACTTGGCAAAG

K kkk e K s kk |k kAKKk AAKKAKKAE KAAAKAAK . KKk ek KAAKKAAK KK
ALMT5-Rd CAGCACCCAAAGATGAAGCCTTATGAATATGGATTTCGTGTATTCTTGCTAACATTTGGT
ALMT5-Pe CTACACCCAACGATGAAGCCTTATGAATATGGATTTCGTGTATTCTTGTTGACATTCGTT
ALMT5-A1 CTACACCCAACGATGAAGCCTTATGAATATGGATTTCGTGTATTCTTGTTGACATTCGTT

* . KAKKAAKK KAAAKAAKRAXAKAIAAAXAKAA KA I AA XA AN A XA A XA A KA A A X * *K*kkkk*x *x *

ALMT5-Rd TATGTCATGGTCTCTGGATACAGCACAGGGAAGTTCACTGATACAGCTGTAAACAGATTT
ALMT5-Pe TATGTCATGGTCTCTGGGTACAACACAGGGAAGTTCACTGATACGGCTGTAAGTAGATTT
ALMT5-A1i TATGTCATGGTCTCTGGGTACAACACAGGGAAGTTCACTGATACGGCTGTAAGTAGATTT

khkkhkhkkhkhhkAhkhkkhhkhAkhhAkdkhk *hkkhhx *hkkhhkkhhhkkhkrkhhhkkhhkhkhkrkhkhdxk, *hkkxkxk% * Kk kK k Kk

ALMT5-Rd GTATTCATTGCTCTTGGTGCTGCTGTCA
ALMT5-Pe GTATTGATTGCTCTTGGTGCTGCTGTCA
ALMT5-A1 GTATTGATTGCTCTTGGTGCTGCTGTCA

KAk hkk KAk AhkAkhkhAhkhkkx kA hkhk Ak hhkxk*k
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Anexo 19:
Alineamiento de fragmentos proteicos de SCALMT5 en los cv. Petkus y Ailés, y la linea
consanguinea Riodeva. Consistian en 59 aminoacidos en los tres casos.

ALMT5-Pe LLGFITNLAKLHPTMKPYEYGFRVFLLTEFVYVMVSGYNTGKFTDTAVSRFVLIALGAAV
ALMT5-A1 LLGFITNLAKLHPTMKPYEYGFRVFLLTEVYVMVSGYNTGKFTDTAVSREVLIALGAAV
ALMT5-Rd LLGFCTTLAKQHPKMKPYEYGFRVFLLTFGYVMVSGYSTGKFTDTAVNRFVFIALGAAV

khkkhk k kAhkk Ak KAAKkAXAAAAAKAAAAAK] KAhhkkhhkkk K*hkkhkk khkkhhhkk, K,k ko khkkhkhkk,x

Anexo 20:

Alineamiento de las secuencias del gen SCALMT6 en los cv. Ailés (Ai) y Petkus (Pe), y
en la linea consanguinea Riodeva (Rd). En los tres casos las secuencias constan de
679 nucleotidos.

ALMT6-A1 GCACACTATGCAAGCTGGGAGCCAAGACACTCAATGCAGTGTTACAGTTACCCATGGCAA
ALMT6-Pe GCACACTATGCAAGCTGGGAGCCAAGACACTCGATGCAGTGTTACAGTTACCCATGGCAA
ALMT6-Rd GCACACTATGCAAGCTGGGAGCCAAGACACTCGATGCAGTGTTACAGTTACCCATGGCAA

khkhkkhkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkdx Khrkhk hhkrkhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrkhkhxhkkhkxkhkxk*k

ALMT6-A1 AAGTATGTGAAGCTCGGATCTGTGCTTAGACACTTCGCATATACTGTCGCTGCACTTCAT
ALMT6-Pe AAGTATGTGAAGCTCGGATCTGTGCTTAGACACTTCGCATATACTGTCGCTGCACTTCAT
ALMT6-Rd AAGTATGTGAAGCTCGGATCTGTGCTTAGACACTTCGCATATACTGTCGCTGCACTTCAT

khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhhkhhkhkhkhrhkhkkhhkhkrhhkkhhkhrhhkkhhkhrrhkkhkhkhrhkhkkhkhkhrrhkkhhhhkhkh*k
ALMT6-Ai GGATGCCTCGAATCAGAAATTCAGGTACTGCAAAAAACTTGTGATATAACATGCTTTTCC
ALMT6-Pe GGGTGCCTCGAATCAGAAATTCAGGTACTGCAAAACACTTGTGATATAACATGCTTTTCC
ALMT6-Rd GGGTGCCTCGAATCAGAAATTCAGGTACTGCAAAACACTTGTGATATAACATGCTTTTCC

kk kkkkhkkhkhkhk kA hkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkhkhk hhhkkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkrkhkkxk*k

ALMT6-Ai AGATTTATCTGATATATCAATATTATTTCAAGCAAAACCATCTTTCTGTTGTGCTCACAA
ALMT6-Pe AGATTTATCTGATATATCAATATTATTTCAAGCAAAACCATCTTTCTGTTGTGCTCACAA
ALMT6-Rd AGATTTGTCTGATATATCAATATTATTTCAAGCAAAACCATCTTTCTGTTGTGCTCACAA

******.*****************************************************
ALMT6-A1 AGTTATATTTATCGATTGAAGACTCCGACATCCGTCAGATCACTATTTCGAACCCCATGC
ALMT6-Pe AGTTATATTTATCGATTGAAGACTCCGACATCCGTCAGATCACTATTTCGAACCCCATGC
ALMT6-Rd AGTTATATTTATCGATTGAAGACTCCGACATCCGTCAGATCACTATTTCGAACCCCATGC

kA hkkrkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhdhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*k

ALMT6-Ai ATGAGAGTTGCACGAGAGGTGACCAAGGTTCTACAGGAGCTTGCAGACAGCATAAGAAAT
ALMT6-Pe ACGAGAGTTGCACGAGAGGTGACCAAGGTTCTACAGGAGCTTGCAGACAGCATAAGAAAT
ALMT6-Rd ACGAGAGTTGCACGAGAGGTGACCAAGGTTCTACAGGAGCTTGCAGACAGCGTAAGAAAT

Kk hkkkkkhhkhkhk kA hkhkrhkhkhhhkrhkhhhkhhkhkrhhkhrhhkrkhkhkhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrk *khkrxkhkkxkxk

ALMT6-A1 CACCATCGCTGTGCCCCTGATGTGCTGTGCGATCATCTTCATGAAGCACTACAGGATCTG
ALMT6-Pe CACCATCGCTGTGCCCCTGATGTTCTGTGCGATCATCTTCATGAAGCACTACAGGACCTG
ALMT6-Rd CACCATCGCTGTGCCCCTGATGTTCTGTGCGATCATCTTCATGAAGCACTACAGGACCTG

khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhrhkkhkkhkhhkhkhk khhhkkhkkhkhhkrhkkhkhhhkhkkhkhhkrhkkhkkhkhhkhkhkkhkhkrhkhk,x *k*%
ALMT6-A1 AACTCAGCAATAAGGTCACAACCACGGCTATTTCTCGGCTCAAAACATGGATCTGCCAAT
ALMT6-Pe AACTCAGCAATAAGGTCACAACCACGGCTATTTCTCGGCTCAAAACATGGATCTGCCAAT
ALMT6-Rd AACTCAGCAATAAGGTCACAACCACGGCTATTTCTCGGCTCAAAACATGGATCTGCCAAT

kA hkkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhkhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

ALMT6-Ai AGTCGTATGCTAATGGAACTGAATTCAAGCAAGCATGCCGCCTCAAGAACTGCTCTGCCC
ALMT 6-Pe AGTCGTATGCTAATGGAACTGAATTCAAGCAAGCATGCCGCCTCAAGAACTGCTCTGCCC
ALMT6-Rd AGTCGTATGCTAATGGAACTGAATTCAAGCAAGCATGCCGCCTCAAGAACTGCTCTGCCC

Ahkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhrhkhkkhkhkhhhkhhkhrhhkhhhhrhkkhhkhrhhkkhkhhrrhkkhhkhrhkhkhkkhhhrhkhkhdhkhk*x
ALMT6-Ai TCATTCAAGACTGATACAGCATCGATATTAGAAAGGAGGAACACAAAAGTAGATCAACCA
ALMT 6-Pe TCATTCAAGACTGATACAGCATCGATATTAGAAAGGAGGAACACAAAAGTAGATCAACCA
ALMT 6-Rd TCATTCAAGACTGATACAGCATCGATATTAGAAAGGAGGAACACAAAAGTAGATCAACCA

hhkhkkrkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkdhhkrhhkrkhhkrhkrhhkrhhkrhkhkrkhhkrkrhkhkrkkxk*k
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ALMT6-Ai TCAGAACGCAGTGAGAGGAGCACATTAGGGCGGACGCTAAGTAAGATAGCTATCACGAGC
ALMT6-Pe TCAGAACGCAGTGAGAGGAGCACATTAGGGCGGACGCTAAGTAAGATAGCTATCACGAGC
ALMT6-Rd TCAGAACGCAGTGAGAGGAGCACATTAGGGCGGACGCTAAGTAAGATAGCTGTCACGAGC

khkhkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkkhrhkhkrhkhkrhkhkhkhhhkhkrhkhhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrk *khkrkkxk*k

ALMT6-A1 CTTGAGTTCTCTGAAGCAC
ALMT6-Pe CTTGAGTTCTCTGAAGCAC
AIMT6-Rd CTTGAGTTCTCTGAAGCAC

*Ahkhkhkhkkhhkhkkhkkhhkhkkhkhxkk*
Anexo 21:

Alineamiento de fragmentos proteicos de SCALMT6 en los cv. Petkus y Ailés, y la linea
consanguinea Riodeva. Consistian en 151 aminoacidos en los tres casos.

ALMT6-Rd LLCSQSYIYRLKTPTSVRSLFRTPCTRVAREVTKVLQELADSVRNHHRCAPDVLCDHLHE

ALMT6-Pe LLCSQSYIYRLKTPTSVRSLFRTPCTRVAREVTKVLQELADSIRNHHRCAPDVLCDHLHE

ALMT6-A1 LLCSQSYIYRLKTPTSVRSLFRTPCMRVAREVTKVLQELADSIRNHHRCAPDVLCDHLHE
KAk Ak A h Ak kA kA Ak A Ak h kA hkh kKK ****************:*****************

ALMT6-Rd ALODLNSAIRSQPRLFLGSKHGSANSRMLMELNSSKHAASRTALPSFKTDTASILERRNT

ALMT6-Pe ALODLNSAIRSQPRLFLGSKHGSANSRMLMELNSSKHAASRTALPSFKTDTASILERRNT

ALMT6-A1 ALQDLNSAIRSQPRLFLGSKHGSANSRMLMELNSSKHAASRTALPSFKTDTASILERRNT
KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A A A AR A A A A A A AR AR A A A A AR A AR AR A X kK

ALMT6-Rd KVDQPSERSERSTLGRTLSKIAVTSLEFSEA

ALMT6-Pe KVDQPSERSERSTLGRTLSKIAITSLEFSEA

ALMT6-Ai KVDQPSERSERSTLGRTLSKIAITSLEFSEA

krkhkkrkhkkhkrhkhkhkhkhkhkrxhkkhkrkhkhx o khkkhkhkhkxk

Anexo 22:
Fragmento 545 bases de la secuencia de nucleétidos correspondiente al gen SCMATE2
en el cultivar Imperial.

TACTTGGTGGGGTACTTGGTCTTGTTGAAACTCTGCTGCTTGTTTTCTGTGCAAAACCTCTCTTAGACTTCATGGGTGTG
AAAGCGGACACTGGAATGTTGAAGCCTGCATTACAGTACTTAGTACTCAGATCTTTAGGTGCTCCTGCTGTTCTTTTATC
TCTGGCAATGCAAGGGGTATTCCGTGGACTTAAAGATACAAGGACGCCTCTATATGCAACTGTGGCTGGAGATGCAATCA
ATATAGTTTTGGATCCAATATTTATGTTTGTGTTTCAGTATGGTGTCGGTGGTGCAGCAGTTGCTCATGTTATATCACAG
TATTTCATTGCTGCCATACTCCTATGTAGACTAAGCCTGCAAGTTGAACTACTGCCACCCAACTTGAAACACCTTCCGAT
TGGTCGGTTCCTCAAAAACGGTTCTCTGTTACTTGCCAGAGTTATTGCCGCAACATGCTGTGTAACACTATCTGCATCAA
TGGCTGCACGGCTAGGTTCAACTCAAATGGCTGCATTCCAGATTTGCTTGCAGATCTGGTTGGCA

Anexo 23:
Fragmento proteico correspondiente a SCMATE2 en el cultivar Imperial. Consistia en

181 aminoacidos.
LGGVLGLVETLLLVFCAKPLLDFMGVKADTGMLKPALQYLVLRSLGAPAVLLSLAMQOQGVFRGLKDTRTPLYATVAGDAIN
IVLDPIFMFVFQYGVGGAAVAHVISQYFIAATILLCRLSLOVELLPPNLKHLPIGRFLKNGSLLLARVIAATCCVTLSASM
AARLGSTQMAAFQICLQIWLA

Anexo 24:

Alineamiento de las secuencias parciales del gen ScCSTAR1 en el cv. Ailés (Ai), y en la
linea consanguinea Riodeva (Rd). En ambos casos las secuencias constan de 291
nucleotidos.

ScSTAR1-Ai GTGGCCCTGGCCCGCACCCTCGCCAACGACCCGGAGGTGCTGCTGCTGGACGAGCCGACG
ScSTAR1-Rd GTGGCCCTGGCCCGCACCCTCGCCAACGACCCGGAGGTGCTGCTGCTGGACGAGCCGACG

R R e S b I b e Sb b b S S SR Sb b S SR S b b S eI b I Sh b b Sb e Sb b b 2h e S b b Sb b S b S 2b S Sb d Sb b I Sh b S Y
ScSTAR1-Ai AGCGCGCTGGACCCGATCTCCACGCAGAACATCGAGGAGGCCATCGTGCGGCTCAAGAAG
ScSTAR1-Rd AGCGCGCTGGACCCGATCTCCACGCAGAACATCGAGGAGGCCATCGTGCGGCTCAAGAAG

R R e S b I b b Sb b I S S S SR Sb b S b S b S Sb e S b I 2h b b db b Sb b b 2h S b b Sb b b b S 2b S Sb b b I Sh b S 3
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ScSTAR1-Ai GCGCGGGGGCTCACGACGGTGATCGTCTCGCACAGCGTGCGGCAGATCCAGCGGATCGCC
ScSTAR1-Rd GCGCGGGGGCTCACGACGGTGATCGTCTCGCACAGCGTGAAGCAGATCCAGCGGATCGCC

***************************************'.*******************
ScSTAR1-Ai GACCTGGTGTGCCTCGTCGTCGACGGCCTGGTCGTGGAGGTGCTCGCGCCGTCCGACCTG
ScSTAR1-Rd GACCTGGTCTGCCTCGTCGTCGGCGGCGAGGTCGTGGAGGTGCTCGCGCCGTCCGACCTC

khkhkkhkhkhkkhkx Khhkhkhkhkkhkrhkkhkrkhkkhkdx dhkkhkk ochxkhkhrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkkkxx

ScSTAR1-Ai TCTCAGGCCAAGCATCCCATGGCCCGCCGCTTCCTGGAGCTCAGCAGCTGA
ScSTAR1-Rd TCCGAGGCCAAGCACCCCATGGCCAGGCGCTTCCTGGAGCTCAGCAGCTGA

* * krkhkkhkrkhkkhkrhkk hhkhkkrhkkhrkhk * dhhkkhkhkrkhkkhkkhhkhkhkrhkkhhkhkrkhkkxkx

Anexo 25:
Alineamiento de fragmentos proteicos de ScSTARL en el cv. Ailés (Ai) y en la linea
consanguinea Riodeva (Rd), consistentes ambos en 96 animoécidos.

ScSTAR1-Rd VALARTLANDPEVLLLDEPTSALDPISTONIEEAIVRLKKARGLTTVIVSHSVKQIQRIA
ScSTAR1-A1 VALARTLANDPEVLLLDEPTSALDPISTONIEEAIVRLKKARGLTTVIVSHSVRQIQRIA
*****************************************************:******
ScSTAR1I-Rd DLVCLVVGGEVVEVLAPSDLSEAKHPMARRFLELSS
ScSTAR1-A1 DLVCLVVDGLVVEVLAPSDLSQAKHPMARRFLELSS
* Kk ok Kk Kk Kk k * ***********:**************
Anexo 26:

Fragmento 841 bases de la secuencia de nucle6tidos correspondiente al gen SCSTAR2
en el cultivar Petkus.

ATCGGCTTCGTGCTCCACTTCATCTTCACCCAGAGCAGCCCGCTCTGGATCCTGCTCGCCTACCTCTTCATGGTCACCGT
CGCCGGCTACACGGCGGGCCGCCGCGCCAGGCAGGTCCCGCGCGGCGGGTACATCGCCGGCGTGTCCATCCTCGCCGGCA
CGGCCATCACCATGTTCCTGCTCGTGGTGCTCAGCGTGTTCCCCTTCACGCCCCGCTACATCATCCCCGTCGCCGGCATG
ATGGTCGGCAACGCCATGACCGTCACCGGCGTCACCATGAAGAAGCTCCACGAGGACGTCAAGACGCAGCGGAGCCTCGT
AAGTCTTCCATTCAAAAAAATCAAATAGTATGCCGATTAACTAATAACTTTGCGTAGTGACTCGCCGTCATCTTGCATTG
TTAATAACTTTGTTAGAAAAAAAGGTCAAGTATAATATCTTTTACGCCATTCTGCATTCACCGAAGGTGTGTGTATTATT
GTTTCTTTCAGTTTAAAGTACATGATCAGTTTCTTTCAGTTTAAAGTACATGATCATGATCTCCACGACTACCCAACCTT
TCTCGACATTTAAAACGAATTCAAGAAGAAACTACTAGTAGTACAAAATTCTGAACTATTTTCGTCAAAAATTCAGAARAA
GTTGACTCTAGTAACATTTCATCTTTCTGATCATCTCATTGCAGGTGGAGACGGCGCTGGCGCTGGGGGCGACGCCGLGG
CAGGCGACGGTGCAGCAGGTGCGGCGGTCGCTGGTGATCGCGCTGTCGCCGGTGATCGACAACGCCAAGACGGTGGGGCT
GATCGCGCTGCCGGGGGCCATGACGGGGCTCATCATGGGCG

Anexo 27:
Fragmento proteico correspondiente a SCSTAR2 en el cultivar Petkus. Consistia en 115
aminoacidos.

IGEVLHFIFTQSSPLWILLAYLEFMVTVAGYTAGRRARQVPRGGYIAGVSILAGTAITMFLLVVLSVEFPFTPRYIIPVAGM
MVGNAMTVTGVTMKKLHEDVKTQRSLVSLPFKKIK

Anexo 28:
Alineamiento de las secuencias parciales del gen SCNRAMP para el cv. Ailés, y la linea
consanguinea Riodeva. Consistian en 760 y 762 nucleétidos, respectivamente.

SCNRAMP-Rd ATCATAGCAGCGTTCATGTTCACCATGGCCAGGCTGCTTCTTCGGAGAACTGAGCTACCT
SCNRAMP-Ai ATCATAGCAGCGTTCATGTTCACCA-TGGCAGGCTGCTTCTTCGGAGAACTGAGCTACCT

KAk A Ak I A khk kA kA Ak Ak hA Ak Ak hkkhx K kAR KA AR AA A AR A A A AR A AR A A AR A AR A,k K
SCNRAMP-Rd GAGTCCATCTGCCAGAGAGGTGACCAAGGGCATGTTTATCCCCTCTCTGCGAGGGARAGG
SCNRAMP-Ai GAGTCCATCTGCCAGAGAGGTGACCAAGGGCATGTTTATCCCCTCTCTGCGAGGGARAGG

KA KA A A A AR AR A A A A AR A R AR A A I A AR AR A A I A AN A AR A A A A AR A A I ARk A Ak ko kK
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ScNRAMP-Rd
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

Anexo 29:

Alineamiento de fragmentos proteicos de SCNRAMP en el cv. Ailés (Ai) y en la linea

TGCTGCTGCCAACGCGATTGCACTCTTTGGCGCTATCATCACACCGTAAGGAACTTATTT
TGCTGCTGCCAACGCGATTGCACTCTTTGGCGCTATCATCACACCGTAAGGAACTTATTT

KA A A A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR A A A I A A A A AR A A A A XA A A A A AR A A A A A AR X kK

AGTCACCAGGGTTTGTTCACTCTGGTTATTGTGCGTCGATCCATATGGATGCAAAGTTCA
AGTCACCAGGGTTTGTTCACTCTGGTTATTGTGCGTCGATCCATATGGATGCAAAGTTCA

kA hkk Ak hkhkrhhkhkhhkhhrAhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhrhkhrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhkhkrhkkxkkhkkxkkxk*k

CAGTGAGCCTTTCTGTGACATGCATGCAGGTACAACTTGTTCTTGCACTCTGCCCTTGTC
CAGTGAGCCTTTCTGTGACATGCATGCAGGTACAACTTGTTCTTGCACTCTGCCCTTGTC

kA hkhk A hkhk Ak hkhkhkhhkhhkhkhhhhkhkrhdkhhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhxhkkrxkhkkxk

CTCTCAAGGAAGACTCCACGATCAGACAAAAGCATCAGAGTAGGTTGCACCGATATGATA
CTCTCAAGGAAGACTCCACGATCAGACAAAAGCATCAGAGTAGGTTGCACCGATATGATA

khkhkhk Ak hkhkrhhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhhkhhkhhkhkhkhhrhkhkrhkkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkxkhkxxk

GGAAAAAACGCTCTAAGGACTAGATGCAGTTCGTTGCTGAGTGGCCAAATGGCTCACTTG
GGAAAAAACGCTCTAAGGACTAGATGCAGTTCGTTGCTGAGTGGCCAAATGGCTCACTTG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkkhkrhhkhhhkrhhkhkhhAhkhkrhkhhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkhxkkhkrxkhkkxk*k

TTATCATGTTTTGGACAGGTGGCCTGCAGATACTTCCTCATAGAGTGCAGCCTCGCTTTC
TTATCATGTTTTGGACAGGTGGCCTGCAGATACTTCCTCATAGAGTGCAGCCTCGCTTTC

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkrhkkrhkkhkhkhhkrkrxhkhkrkhkkxk*k

ATCGTGGCGTTCCTCATCAACGTCGCGGTGGTTGTCGCTGCTGGATCCATTTGCAGTGCT
ATCGTGGCGTTCCTCATCAACGTCGCGGTGGTTGTCGTTGCTGGATCCATTTGCAGTGCT

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkhkrhhkrkhk hhkrhkkhkrhkhkhkhkhkrkhkrhkhkrkhkkxk*k

AATAATCTCTCTCCGGCCGATGCTGGCGCGTGTGGCGATCTTACTCTTCAATCTGCACCT
AATAATCTCTCTCCGGCCGATGCTGGCGCGTGTGGCGACCTTACTCTTCAATCTGCACCT

KA KA KA AR AKRAIAAA AR AR A AAAAAAKR AR AR A A AR AR A A, kA A A A A I A A AR A A AR A Xk K

CTGCTGCTCAGGGTATGCTGCTCTTCAGCTATTGAAAGGGTCATTCCAGCTTCAGAAGCA
CTGCTGCTCAGGGTATGCTGCTCTTCAGCTATTGAGAGGGTCATTCCAGCTTCAGAAGCA

KA KA A AR AKRKAAKAA AR A KNI AR A AA AR AR A I AR AR A A, A A A A A AR A A A A A AR A A Ak A X kK

TCTTGTAGCAGATTATGTTGTGTAATACGAAGGAGTTAAATTGAAGCGTTCTTTAATTAT
TCTTGTAGCAGATTATGTTGTGTAATACGAAGGAGTTAAATTGAAGCGTTCTTTGATTAT

KA AR KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A A A AR A AR A AR AR AR AR AR AR Ak, Ak Xk K

ATTTTTTTGTTCCATTCAGAATGTTCTGGGGAGATCAAGCTC
ATTTTT-TGTTCCATTCAGAATGTTCTGGGGAGATCAAGCTC

KAk AkK K, AAAIAKAAXAAAKRAXAKAA A A AR A AR A A A AKX AR AKX X kK

consanguinea Riodeva (Rd), consistentes ambos en 140 animoacidos.

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

ScNRAMP-RdA
ScNRAMP-Ai

LFLHSALVLSRKTPRSDKSIRVGCTDMIGKNALRTRCSSLLSGOMAHLLSCFGQVACRYF
LFLHSALVLSRKTPRSDKSIRVGCTDMIGKNALRTRCSSLLSGOMAHLLSCFGQVACRYF

khkhkkrkhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhhkhkrhkhkhhhhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkrkkxk*k

LIECSLAFIVAFLINVAVVVAAGSICSANNLSPADAGACGDLTLQSAPLLLRVCCSSAIE
LIECSLAFIVAFLINVAVVVVAGSICSANNLSPADAGACGDLTLQSAPLLLRVCCSSAIE

khkhkkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhrkh dhhkhkhkhhkhkrhhkrhhkrkhkhkhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*k

RVIPASEASCSRLCCVIRRS
RVIPASEASCSRLCCVIRRS

dkkhkkkhkkhkkhkkkhkhkkhkhkkhkkhkkkhkx
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