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Resumen

El conocimiento de los mecanismos implicados en la abscision del fruto es esencial para
desarrollar estrategias de control y mejora de la recoleccién de la cosecha o la pérdida
indeseada de frutos. No obstante, los avances en los andlisis moleculares sobre la abscision
de frutos carnosos han estado limitados por la falta de material genético experimental
apropiado y por la pequefia cantidad de células de la zona de abscisién disponibles en la
especies modelos para estos analisis. En particular, la abscision del fruto maduro es un
proceso fisiolégico programado genéticamente y controlado mediante mecanismos que,
contrariamente a la abscision del fruto inmaduro, no han sido caracterizados
completamente en ninguna especie de frutos carnosos. En el presente trabajo, se han
incluido estudios anatémicos de la zona de abscisién y se ha realizado un analisis
transcripcional a gran escala del proceso de abscisién del fruto en melon mediante
secuenciacién 454 que nos ha permitido identificar genes candidatos y rutas asociadas con
la activacién de este proceso, constituyendo un andlisis detallado disponible de la
actividad transcripcional de dicho proceso en melén. La utilizaciéon conjunta de la
caracterizacion fisiolégica y molecular nos ha permitido proponer un modelo de control

del proceso de la abscision del fruto que podria ser ttil para mejorar el cultivo.



Abstract

The knowledge of mechanisms involved in fruit abscission is essential for developing
strategies to control and improve the yield or undesired loss of fruit. Nevertheless, the
advances in the molecular analyses of fleshy-fruit abscission have been limited by the lack
of suitable experimental genetic material and by the small amount of cells in the
abscission zone available in the model species for such analyses. In particular, mature-
fruit abscission is a programmed physiological process that is genetically programmed
and controlled by mechanisms which, as opposed to immature fruit abscission, have not
been characterized completely in any species bearing fleshy fruits. The present work has
included anatomical studies of the abscission zone and a tanscriptomic analysis of the AZ
was made using 454 pyrosequencing in melon, which has enabled the identification of
potential agents and pathways associated with the induction of this process, constituting
the detailed analysis of the transcriptional activity of the process of abscission in melon.
The joint use of physiological and molecular characterization has led to the proposal of a
model for the control of the abscission process, which could prove useful in improving

melon yield.
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Abreviaturas

A
ABA
ABC
ABF3
ABRE
ACC
ACS
ACO
AEC
AGL
AlIC
AOH
AP
ARF
ARF-GAP
ARID
ATH
ATM
AVG
B

BA
BAK
BES1
bHLH
BOP
BP
BR
BRI
bZIP
BZR

Cad
CALS
CBL
CDPK
CEL
CIPK
CMNP
CNR
CPL
CcQ
CST
CTR

DAB
DAO
DPA
DOF
DRE
DZ

Acido abscisico

ATP-binding cassette

Factor de transcripcién

Elemento de respuesta a ABA
1-aminociclopropano-1-carboxilato

ACC sintasa

ACC oxidasa

Transportador de eflujo de auxina

AGAMOUS-like

Transportador de influjo de auxina

ABCA One Homologue

Activating protein

Auxine Response Factor

GTPasa activadora del factor de ribosilacién del ADP
AT-rich interaction domain

Arabidopsis Thaliana Homeobox Gene / ABCA Two Homologue
ABC transporter of the mitochondria
Aminoetoxivinilglicina

Benziladenina

BRI associated kinase

Factor de transcripcion

basic helix-loop-helix; Factor de transcripcion
Blade on petiole

BREVIPEDICELLUS

Brasinoesteroides

Brasinoesteroid insensitive

Basic Leucine Zipper

Brasinazol resistant

Cadaverina

Calosa sintasa

Casitas B-lineage Lymphoma

Proteina quinasa dependiente de calcio
Celulasa

Proteina serin/treonin quinasa que interactiia con CBL
5-cloro-3-metil-4-nitro-1-pirazol
Colorless non-ripening

C-Terminal Domain Phosphatase-Like
Citoquinina

CASTAWAY

Constitutive triple response

Delayed abscission

Diamina oxidasa

Dias post-antesis

DNA binding with One Finger
Factor de transcripcién
Dedos de zinc



EC
EDF
EG
EIL
EIN
ERF
ETR
ET
EXP
EVR

FLC
FT
FYF

GA
GAI
GAP
GATA
GF
GH3
GO
GR

HAE
HP1
HP2
HSL2
HXK
HYS

I

IAA

IDA

IDL
IWS1

J

JA

JAZ

K

KEGG
KNAT
KNOX

L

LOX

LS
LRR-RLK
LX

LTP

M

MAP
MCP
1-MCP
MDR / p-GP
MPK

Enzyme Comission Numbers

Ethylene Response DNA Binding Factors
Endo-1,4-B-D-glucanasa

EIN3-like

Ethylene insensitive

Factor de respuesta a etileno

Ethylene receptor

Elemento transponible

Expansina

EVERSHED

FLOWERING LOCUS C
Factor de transcripcién
FOREVER YOUNG FLOWERS

Giberelina

Gibberellin insensitive
Proteina activadora de GTPasa
Factor de transcripcion

Green flesh

Gretchen Hagen 3

Gene Ontology

Green ripe

HAESA

High pigment 1

High pigment 2
HAESA-LIKE 2
Hexoquinasa

Factor de transcripcion

acido 3-indolacético

INFLORESCENCE DEFICIENT IN ABSCISSION
IDA-like

Factor de transcripcion

Jasmonic acid
Jasmonate ZIM-domain

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes database
Knotted1-like TALE
Knotted1-like homeobox, factor de transcripcion

Lipoxigenasa

LATERAL SUPRESSOR

Leucine-rich repeat receptor-like protein kinases
Ribonucleasa

Proteina Transferidora de Lipidos

Proteina activada por mitégenos
Muerte celular programada
1-metilciclopropeno

Multidrug Resistance / p-glycoprotein
Protein quinasa activada por mitégenos
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MRP
MYB
MYC

NAA
NBD
NCED
NOR
NPH
NR

0ODC

PA
PAL
PAO
PDR
PE
PG
PIN1
PL
PLA2
PP2C
PR
Put

QTL
RAN
RFLP
RIN
RLI1
RLK
ROS

SA
SAM
SAMDC
SAUR
SCL
SCR
SEM
SEP
SERK1
SH
SHP
Snrk
SPB
Spd
SPDS
Spm
STK
S6PDH

TAP

Multidrug resistance associated protein
Myeloblastosis - factor de transcripcién
Factor de transcripcién

Acido naftaleneacético

Nucleotide binding domain
9-Cis-EpoxiCarotenoide Dioxigenasa
non-ripening

Nucleoside triphosphate phosphohydrolase
Never ripe

Ornitina descarboxilasa

Poliaminas

Phenylalanine ammonia-lyase
Poliamina oxidasa

Pleiotropic drug resistance
Pectinesterasas

Poligalacturonasas

Auxin Efflux Carrier; Transportador de salida de auxinas
Pectatoliasa

Fosfolipasa A2

Fosfatasa de tipo 2C

Proteina relacionada con patogénesis
Putrescina

Quantitative trait locus

Ras-related Nuclear protein

Restriction Fragment Lenght Polymorphism
Ripening-inhibitor

RNase L inhibitor

Receptor like kinase

Especies reactivas del oxigeno

Acido salicilico

S-adenosilmetionina

S-adenosilmetionina descarboxilasa

Small auxin upregulated RNA

Factor de transcripcién

SCARECROW

Scanning electron microscope - microscopia electréonica de barrido
SEPALLATA

SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE 1
Shattering

SHATTERPROOF

quinasa relacionada con SNF1

SQUAMOSA PROMOTOR BINDING

Espermidina

Spd sintasa

Espermina

SEEDSTICK

D-sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa

Transporter associated with antigen processing
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TBN
TDR
TGA
TIR
TKN
TMD
TPS
TSS

WAK
WBC
WRKY
XTH

ZA
ZFP

Taube nuss

Tapetum Degeneration Retardation
Factor de transcripcién
TRANSPORT INHIBITOR RESISTANT
Tachykinins

Transmembrane domain
Trehalosa-6-fosfato isomerasa
Transcription Start Sit

Quinasa asociada a pared
White-brown complex homologue
Factor de transcripcion

Xiloglucano endotransglucosilasa

Zona de abscision
ZINC FINGER PROTEIN
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1.1.

1.1.1.

Introduccion

Introduccion

Abscision

Generalidades

Durante su ciclo de vida, las plantas experimentan diferentes procesos que implican
separacion celular. Esta separacién se produce mediante la disolucién de materiales de
adhesion celular y la descomposicién de paredes celulares en lugares especificos (Roberts
y Gonzalez-Carranza, 2007). La abscisién permite tanto a 6rganos vegetativos (yemas y
hojas) como a reproductivos (partes de flores, flores enteras, ovarios, semillas maduras y
frutos en desarrollo o maduros) separarse en respuesta a sefales del desarrollo,
hormonales o ambientales (Addicott, 1982; Leslie y cols., 2007; Osborne y Morgan, 1989;
Roberts y cols., 2002; Sexton y Roberts, 1982; Taylor y Whitelaw, 2001).

La abscision es un proceso clave en los programas reproductivos de las plantas, ya que
hace posible la caida de frutos maduros y la liberacion y dispersion de semillas. Desde un
punto de vista evolutivo, la abscisiéon de frutos y semillas es un proceso altamente
ventajoso. Sin embargo, en un contexto agricola, la abscision es un factor limitante en la
productividad de los cultivos (Zhang y cols. 2015). De hecho, los primeros agricultores
seleccionaron cultivares de vegetales que estaban afectados en ciertas caracteristicas
agrondémicas, incluyendo una reducida abscision de frutas y semillas (Gross y Olsen,
2010). La domesticacién de los habitos de abscisiéon de érganos aun se persigue. Algunos
ejemplos en esta direccion son las variedades de tomate jointless y las variedades tardias

de naranja dulce.

Las variedades de tomate jointless se caracterizan por un desarrollo defectuoso del
pedunculo del fruto (Mao y cols., 2000). Esta caracteristica permite una cosecha rapida y
facil ya que el caliz queda unido a la planta lo que también previene lesiones a otros frutos
en los contenedores de recogida (Zahara y Scheuerman, 1988). En las variedades tardias
de naranja dulce, la disminucion en la fuerza de retencion del fruto esta retrasada durante
el periodo de maduracion respecto a las variedades tempranas y de media temporada, las
cuales son propensas a sufrir caidas de frutos antes de la cosecha (Gallasch, 1996). Por
tanto, la recoleccién de variedades tardias de naranja dulce y la temporada de

comercializaciéon incrementan los beneficios para los cultivadores y la industria.
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Introduccion

Una estrategia evolutiva que favorece la reproduccion de las plantas es la produccién de
un gran numero de flores, lo que asegura que un nimero suficiente de frutos completen su
desarrollo y produzcan semillas maduras. Muchos arboles frutales (manzana, albaricoque,
aguacate, cereza o citricos) muestran este comportamiento (Sexton, 2001).
Posteriormente, un gran nimero de flores y frutos jovenes se caen durante el periodo de
fructificacion (caida fisiologica) ya que el arbol retiene solo a aquellos a los que puede
nutrir y mantener hasta la madurez. Demasiada abscision resulta en una producciéon pobre
de frutos, pero demasiado poca puede resultar en un gran ndmero de frutos con una
calidad demasiado baja para el mercado debido a su pequefio tamafio. Ademas, menos
abscision en una temporada resulta en una menor induccién de botones florales durante la
siguiente floracion o incluso fructificaciones no consecutivas (Bangerth, 2000). Para
solucionar este problema y conseguir frutos de alta calidad y producciones regulares, la
sobreproduccion de flores y frutos jovenes se eliminan de los arboles a mano o usando

tratamientos quimicos.

La recoleccion de fruta es tradicionalmente realizada a mano, pero el incremento en el
coste de la mano de obra necesaria para recoger grandes cantidades de fruta en
actividades de agricultura intensiva ha aumentado el interés por la recoleccién mecanica.
Sin embargo, estos sistemas de cosecha presentan inconvenientes asociados con la

recogida ineficiente de la fruta y dafios a la fruta y a los troncos (Li y cols., 2011).

Se han probado varios quimicos desencadenantes de la abscisién para reducir la fuerza
mecanica aplicada durante la cosecha y mejorar asi su eficiencia minimizando el dafio al
arbol. El etephon (acido 2-cloroetil fosfonico) es usado en cereza para inducir la abscision
en la zona de abscision (ZA) del pedicelo en fruta madura para facilitar la recoleccién
mecanica (Bukovac, 1979), mientras que en citricos, el CMNP (5-cloro-3-metil-4-nitro-1-
pirazol) es el inico quimico testado que selectivamente afloja la fruta madura aplicandolo

a una dosis concreta (Burns y cols., 2005).

Un mayor conocimiento sobre los mecanismos que conducen a la abscisién ayudaria a
regular la producciéon de cultivos y a mejorar las practicas culturales actuales. La
investigacion molecular podria ayudar a encontrar nuevos marcadores moleculares, ttiles

para la mejora genética.
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Introduccion

1.1.2. Eventos de separacion celular en la zona de abscision

Los eventos de separacién celular durante la abscisiéon ocurren en un grupo de células
funcionalmente especializadas conocidas como zona de abscision (ZA). Esta zona se
desarrolla muy pronto, a la vez que los érganos laterales formados a partir del meristemo
apical del tallo (Addicott, 1982; Osborne y Morgan, 1989; Roberts y cols., 2002; Sexton y
Roberts, 1982; Taylor y Whitelaw, 2001). Esta zona es la ZA primaria, en oposicion a las
llamadas ZA adventicias o secundarias que se forman posteriormente al desarrollo de

organos laterales (Addicott, 1982).

La ZA primaria se desarrolla en posiciones bien definidas de la planta, generalmente en el
limite entre la zona de separacion del érgano y la planta. Este es el caso de la ZA de
organos florales y semillas en Arabidopsis thaliana (Khan y cols, 2014), de flores de
melocoton (Zanchin y cols., 1995) o de hojas de citricos (Estornell y cols, 2013). Sin
embargo existen excepciones, como las de las ZA situadas en el extremo proximal o distal
dentro del pedicelo de la flor de tomate y citricos respectivamente (Ito y Nakano, 2015;

Tadeo y cols., 2008).

En general, el fendmeno de abscisidn en plantas perennes afecta principalmente a rganos
vegetativos y reproductivos, mientras que en plantas anuales como Arabidopsis, afecta a
organos florales y semillas tinicamente. Sin embargo, en la base de los pedunculos de las
flores, de los tallos de las inflorescencias y de las hojas caulinares de Arabidopsis, que no
sufren abscision, se pueden observar células con las caracteristicas tipicas de células de la
ZA (McKim y cols., 2008; Stenvik y cols., 2006). Estos tipos de ZA son conocidos como ZAs
vestigiales. Sorprendentemente, estas ZAs mantienen la expresiéon de genes relacionados
con la abscision encargados de la diferenciacion y activacion de la ZA (Cho y cols., 2000;
Douglas y cols., 2002; Gomez-Mena y Sablowski, 2008; Jinn y cols., 2000; Norberg y cols.,
2005; Ragni y cols., 2008).

Las células de la zona de abscisién son claramente distinguibles morfolégica y
anatémicamente de sus células vecinas, ya que son mas pequeifias, tienen un citoplasma
mas denso y estan interconectadas por plasmodesmos (Addicott, 1982; Osborne y Morgan,
1989; Sexton y Roberts, 1982). Estas caracteristicas sugieren que estas células podrian
haberse detenido en un estado indiferenciado (van Nocker, 2009) El nimero de capas de
células de la ZA es muy variable. Por ejemplo, la ZA localizada entre la unién del peciolo

con el pulvino de la hoja primaria de Phaseolus vulgaris consiste en una sola capa de
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Introduccion

células (Wright y Osborne, 1974), mientras que la ZA de Sambucus nigra contiene 20-30
capas (Osborne y Sargent, 1976).

Los procesos fisioldgicos que conducen a la separacion celular dentro de las ZAs de
muchas capas estan restringidos a una estrecha banda de células conocida como capa de
separacion (Addicott, 1982), esta capa comprende normalmente de 1 a 5 células de grosor
(Niederhuth y cols. 2013). Las ZAs no estan necesariamente activas durante la vida
completa del 6rgano. En melocotones inmaduros, la abscisién depende de la activacion
secuencial de 3 ZAs durante el periodo de cuajado (Nascio y cols., 1985). En citricos
inmaduros la abscisiéon también toma lugar en dos ZAs diferentes, una localizada en el
peduinculo y otra localizada en el caliz entre el pericarpo de la fruta y el nectario o disco
floral. Durante el periodo de crecimiento temprano del fruto, la primera se va volviendo
progresivamente inoperativa, mientras que a su vez, la segunda se va activando

gradualmente (Tadeo y cols., 2008).

No todas las células de la ZA someten sus paredes a disolucidon durante la abscision, por lo
que se supone que ocurren eventos especificos de expresion génica y actividades
enzimaticas en regiones celulares especificas dentro de la ZA. Se ha sugerido que genes
asociados a muerte celular programada (MCP), a remodelaciéon de pared celular y a
biosintesis de etileno, se expresan asimétricamente en la ZA del pedinculo de tomate
(Bar-Dror y cols., 2011). Entre ellos se ha observado una expresién asimétrica de una
nucleasa asociada a MCP (TBN1), una celulasa (Cell) y una ACC sintasa (ACS) (Estornell y
cols, 2013), ademas, también ha sido observada la expresiéon asimétrica de

poligalacturonasas en la ZA del pedicelo de tomate (Qi y cols., 2014)

La utilizacién de plantas transgénicas, unido a la aplicacién de técnicas que permitan la
seleccion de tipos celulares especificos de ZA como la microdiseccidn o la clasificacién de
células podrian ser de gran utilidad para confirmar esta nueva contribucién a la abscisién.

La abscisién de 6rganos y la dehiscencia de anteras y silicuas estan caracterizadas por la
diferenciacion de tejidos donde se producird la separacion efectiva de las células. Esta
caracteristica comin de la abscision y la dehiscencia sugiere que podrian existir
mecanismos comunes y conservados que regulen ambos procesos de separacion celular. El
control de la dehiscencia de anteras y silicuas en Arabidopsis ha sido muy investigado y
han sido identificados un gran nimero genes clave relacionados con estos procesos (Lewis

y cols., 2008; Wilson y cols., 2011).
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Al igual que Arabidopsis, cereales como el maiz y el arroz no muestran abscision de hojas.
En estas plantas, la lamina de la hoja se articula con la vaina a través de la region ligular. El
desarrollo de esta region ligular requiere una precisa coordinaciéon de eventos de
formacion de patrones en diferentes tejidos (Becraft, 1990). Una posibilidad es que el
desarrollo normal en distintos dominios limites de las hojas como la hoja/peciolo o la
hoja/vaina podria involucrar rutas similares que en el desarrollo de limites laterales de
organos. Un gran nimero de mutantes con alteraciones morfoldgicas en el dominio del
limite hoja/vaina han sido identificados en maiz y arroz y la caracterizaciéon de genes
involucrados en estos fenotipos ha sido realizada (Becraft, 1990; Freeling y Hake, 1985;

Walsh, 1998; Lee y cols., 2007).

1.1.2.1.  Etapas del proceso de abscision

El modelo actualmente aceptado de abscisiéon define cuatro etapas principales en el

proceso (Patterson, 2001):

1. Diferenciacion de la ZA en el futuro sitio de separacion del 6rgano

2. Adquisicién por las células de la ZA de competencia para reaccionar a las sefiales
de abscision

3. Activacion del proceso de abscision en la ZA y separacidén del érgano

4. Diferenciacion de una capa protectora sobre la superficie de la capa de separacion

en el lado de la planta (Fig.1).

El proceso de abscisién esta regulado por gran cantidad de sefiales ambientales y del
desarrollo. Entre ellas, son de principal importancia los efectos reguladores de las
hormonas vegetales. De manera general, hormonas como el etileno, ABA, 4dcido jasmoénico
y en algunas circunstancias, citoquininas, actian como sefiales aceleradoras de abscisién
(Taylor, 2001; Dal Cin y cols., 2007; Hartmond y cols., 2000; Sipes y Einset, 1983),
mientras, otras como las auxinas, giberelinas, poliaminas y brasinoesteroides actian como
sefiales inhibidoras de la abscisién (Taylor, 2001; Aziz, 2003; Ben-Cheikh y cols., 1997;
Khripach y cols., 1999; Parra-Lobato y Gomez-Jimenez, 2011; Stutte y Gage, 1990) (Fig. 1).
La abscisién es un proceso fisioldgico que muchas veces esta relacionado con el estrés y la

senescencia (Addicott, 1982).

En general, se piensa que el 6rgano distal percibe una situacién de estrés (sequia,

salinidad, temperaturas extremas, baja irradiacion o ataque de patdgenos), entra en
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Introduccion

senescencia y genera la sefial de abscision que se dirige hacia la ZA activando la abscision.
Sin embargo, en algunos casos como cuando son aplicados quimicos inductores de
abscision, la senescencia del o6rgano y la activacion de la abscisién ocurren
simultdneamente. La respuesta de los 6rganos vegetales al estrés y la senescencia esta
mediada por hormonas que también participan en la activacién de las células de la ZA

(Estornell y cols, 2013).

ZAs enla unién de érganos ZAs dentro de 6rganos
BOP1/BOP2 JOINTLESS
ATH1 MACROCALYX
STK 2

qSH1 Ls

cPL1
SH4/SHA1 NtBOP2
SHAT1 \
/ Organo Competencia para

Diferenciacion dela CL X ) responderaseiiales
zona de abscision de abscision

Activacion de la Diferenciacion de la
abscision capa protectora

Planta C,H, Genes promotores de
ABA > |la separacién de la ZA

JA

K IT\ ARP4

AUX
B ARP7
GA KNAT2 ARF2

PA KNAT6 X
BR T Proteinas - G
NEv —] EVR €— KNAT1 AtZFP2
SERK1 T ADOF4.7
CsT = AGL1S / AGL18
y MKKK? FYF (AGLA42)

1\

MKK4/S

MPK3/6

A

HAE/HSL1
+
IDA

Figura 1. Representacion esquematica mostrando los factores moleculares que intervienen en el desarrollo y
activacion de la ZA. La primera etapa del proceso estd relacionada con la diferenciacién de un tejido
especializado que permite la abscision, la ZA esta representada por los circulos pequefios. Varios factores de
transcripciéon que pertenecen a diferentes familias génicas estan involucrados en la ontogenia de la ZA. Una
vez que la ZA esta diferenciada, las células de la ZA deben adquirir competencia para responder a factores
ambientales y del desarrollo que activan la abscision. La respuesta de las células de la ZA a las sefiales internas
y externas podria estar mediada por fitohormonas que regulan la abscision modulando la expresiéon de genes
relacionados con abscisién durante la fase de activacién. Un amplio conjunto de genes que codifican factores
de transcripcién estan asociados con el control de la separacién celular en la ZA. El tltimo paso de la abscision
comprende la diferenciacién de una capa protectora sobre la superficie de separacién del érgano que
permanece en la planta (ABA = acido abscisico, AUX = auxina, BR = brasinoesteroides, C2H4 = etileno, CK =
citoquinina, GA = giberelina, JA = 4cido jasménico, PA = poliaminas. (Adaptado de Estornell y cols., 2013).

El sistema de sefializaciéon hormonal vegetal estd basado en actividades de sintesis e
inactivacion de rutas hormonales y en el transporte de hormonas dentro y entre células (la
ZA es rica en conexiones de plasmodesmos entre células) y también entre 6rganos de la

planta. Las hormonas y sus precursores metabdlicos pueden moverse grandes distancias a
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través del xilema y el floema para comunicar érganos y activar respuestas influyendo en la
actividad de las ZAs. Por ejemplo, el establecimiento de condicién de estrés por
encharcamiento en citricos induce la expresion de genes biosintéticos de acido abscisico
(9 - cis - epoxicarotenoide dioxigenasa CcNCED3) y el incremento en los niveles de ABA
en raices (Agusti et al., 2007; Gomez-Cadenas et al., 1996). A su vez, el aumento en ABA
promueve la sintesis y acumulacién de acido 1 - aminociclopropano - 1 - carboxilico
(ACC) mediante la estimulacion de la actividad ACC sintasa en raices (Tudela y Primo-
Millo, 1992), esto es facilitado por el bloqueo del flujo del xilema inducido por estrés
hidrico. Tras la rehidratacién de la planta, el flujo del xilema es restaurado y el ACC es
transportado desde raices a hojas donde se metaboliza a etileno y produce la abscisién de
la hoja. Asi, la sintesis de ABA promovida por estrés hidrico en raices activa la producciéon
de etileno en hojas causando su caida. Condiciones ambientales adversas incluyendo baja
radiacién (sombra), sequia, temperaturas extremas y ataque de patdgenos interfieren con
la asimilacién de carbonos y/o respiracion, causando privaciéon de energia (Baena-
Gonzalez y Sheen, 2008). Ha sido demostrado que el estrés por falta de carbohidratos
provoca la activaciéon de la abscisién de 6rganos (Li y cols., 2015). La competiciéon por
fotoasimilados entre los 6rganos en crecimiento activo provoca condiciones de estrés
nutricional y de déficit de energia. Por lo tanto, es probable que las sefiales derivadas de la
privacion de energia pudieran participar junto a hormonas en la ruta de sefializaciéon que
da lugar a la activacién de ZAs. En citricos, la manipulaciéon del suministro de azdcar
disponible para el desarrollo de frutos a través de defoliacion estimula el brote de yemas,
incrementando asi la competencia por carbohidratos entre brotes y frutos y activando la
abscision de frutos (Gomez-Cadenas y cols., 2000). La defoliacién provoca un descenso de
la concentracion de azucar soluble (glucosa y sacarosa) en frutos. Ademas, se produce un
incremento secuencial en el nivel de ABA y ACC en frutos antes del comienzo de la
abscision. Asi, el ABA parece actuar como mediador entre la defoliacion inducida por
estrés de nutrientes y el ACC, el precursor inmediato del etileno, el cual, una vez
metabolizado a etileno, induce la abscisién de frutos. Esta misma respuesta ha sido

observada recientemente en Lichi (Li y cols., 2015).

En manzanos, el tratamiento en dosel con la citoquinina benziladenina (BA) incrementa la
abscision de frutos jovenes ya que aumenta la competencia entre los brotes y las
infrutescencias, debido a la estimulacién del crecimiento vegetativo (Dal Cin y cols., 2007).
El tratamiento con BA induce la expresion de genes de biosintesis de etileno
(principalmente ACC oxidasa, MdACO1), y provoca un incremento transitorio en la

produccién de etileno en frutos jévenes con una alta probabilidad de abscision (Dal Cin y
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cols., 2007; Botton y cols., 2011). Nakano y cols (2013) observaron la represion de genes

relacionados con la degradacién de citoquininas durante la abscision de tomate.

Basado en un estudio transcripcional a gran escala de la respuesta a BA en la corteza del
fruto y en el desarrollo de semillas de manzanas jovenes persistentes y en abscisidn, se
sugiri6é un hipotético modelo de abscision de frutos (Botton y cols., 2011): El efecto de BA
sobre frutos jovenes parece ser percibido primero por los tejidos corticales del fruto y
termina alcanzando las semillas en desarrollo. El transcriptoma de tejido cortical de fruto
muestra principalmente una regulacion de genes asociada a privacién de energia
(trehalosa-6-fosfato sintasa y asparragina sintetasa), producciéon (estallido respiratorio
NADPH oxidasa) y detoxificacion (peroxidasa) de especies reactivas del oxigeno, y la
inactivacion de senalizacién de giberelinas (GA-2oxidasa) citoquininas (citoquinina
deshidrogenasa) ABA (protein quinasa activada por AMP y MAP kinasa) y etileno (ERFs).
Se hipotetiz6 que el etileno generado dentro de la corteza del fruto podria difundir a las
semillas en desarrollo llevando la sefal de abscision y afectando a la expresion génica. El
transcriptoma de semillas en desarrollo muestra principalmente una disminucién de la
expresion de genes asociados con embriogénesis (Seedstick/AGL11) y desarrollo de
semillas y un aumento de expresion de genes que participan en la regulacion de ABA
(homeobox-Leu zipper) y etileno (ERF) sugiriendo el comienzo de la degeneracién de la
semilla (Botton y cols. 2011). Como las semillas en desarrollo son fuentes importantes de
auxina, también se hipotetizé que una reduccion del suministro de auxina desde las
semillas en degeneracidn a la ZA del fruto mejoraria su sensibilidad al etileno, activando la

magquinaria celular involucrada en el desensamblaje de la pared celular y la abscision.

La aplicaciéon de ciertos quimicos como el CMNP estimula la abscisién de citricos. Este
efecto esta también asociado con la privacidon de la energia y cambios en la homeostasis
celular. El tratamiento en dosel con CMNP causa dafios en la piel de la fruta y estimula la
produccién de etileno por heridas y la abscisién de frutos. Se ha observado que el
tratamiento con CMNP es altamente efectivo reduciendo la fuerza de fijacion del fruto a la
zona de abscision del caliz cuando el balance de auxina respecto al ABA en la piel de las
frutas es bajo. El CMNP actiia como un desacoplador en la mitocondria y el cloroplasto
reduciendo el contenido en ATP en la piel de citricos (Alferez y cols., 2005). Tras su
aplicacién se produce un aumento de actividad de enzimas como la fosfolipasa A2 y la
lipoxigenasa, relacionadas con la sefializacién de lipidos (Xie y cols., 2013). Aplicado a

plantas de Arabidopsis, el CMNP incrementa la expresién génica asociada con estrés y

-18 -



Introduccion

energia celular (trehalosa-6-fosfato sintasa) y otros genes relacionados a anoxia,

senescencia y detoxificaciéon en hojas (Alferez y cols., 2007).

El etileno desempefia un importante papel como regulador positivo de la abscision,
acelera la senescencia y aumenta bajo estrés ambiental (Brown, 1997; Jackson y Osborne,
1970). El tratamiento con etileno aumenta la abscisién de hojas, flores y frutos mientras
que tratamientos con inhibidores de la biosintesis de etileno retrasan la abscisiéon (Wang y
cols., 2013). El etileno activa la expresién de genes que codifican enzimas remodeladoras
de la pared celular y de secreciéon (Addicott, 1982; Sexton y Roberts, 1982; Brown, 1997;
Brummel, 1999; del Campillo y Bennett, 1996). Sin embargo, estudios con mutantes de
Arabidopsis carentes de percepcidn a etileno (etr1 -1) y sefalizacion (ein2) mostraron que
la abscisidon era retrasada pero se seguia produciendo lo que puede significar que el
etileno podria regular su ritmo en lugar de inducirla directamente (Niederhuth y cols.,

2013).

En tomate, varios mutantes afectados en la funcién del receptor del etileno y la
sensibilidad a etileno como Never ripe (Nr) y Sletr1-1 han sido aislados (Lanahan y cols.,
1994; Okabe y cols., 2011). Todas estas mutaciones son mutaciones genéticas individuales
semidominantes que provocan un retraso en la madurez de los frutos y la abscision de
organos. Las plantulas de los mutantes Nr responden a bajas concentraciones de etileno (1
ppm) (Lanahan y cols., 1994) mientras los mutantes Sletr1-1 no muestran respuesta a 10
ppm de etileno (Okabe y cols., 2011) lo que sugiere que la insensibilidad de etileno en
Sletr1-1 se parece al mutante Arabidopsis etr1-1, una mutacién completamente insensible

a etileno.

Una ruta etileno - independiente que participa en la regulacién de la abscision de 6rganos
ha sido propuesta en Arabidopsis (Bleecker y Patterson, 1997) y varios mutantes con
abscision retrasada (dab) que exhiben una respuesta normal a etileno han sido
identificados (Patterson y Bleecker, 2004). Esta ruta etileno - independiente reguladora
de la abscisién podria ser operativa también en tomate. Se ha sugerido que el efecto del
etileno sobre la expresion génica podria ser dependiente del tejido (Lincoln, 1987;
Riechmann y Meyerowitz, 1998). Ademas, no puede ser descartado que el efecto del
etileno en la abscisién floral pudiera ser realizado por proteinas especificas de abscisiéon
diferentes a los receptores de clase I de etileno y EIN2 en lugar de por los intermediarios

de una ruta etileno - independiente.
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El conocimiento de los mecanismos hormonales que establecen el momento y la
progresion de la abscisién de érganos se basd en una correlacién positiva entre la
senescencia de 6rganos, los niveles de auxina en 6rganos y la abscisiéon (Addicott, 1982).

Se observo que la aplicacidn de auxina en el extremo distal de explantos de ZA retrasaba
la abscisién, mientras que si se aplicaba en al lado proximal se aceleraba (Addicott y
Lynch, 1951) sugiriendo que los cambios en el gradiente de auxina podrian sefialar el

comienzo de la senescencia y abscision (Addicott y Lynch, 1955).

Ademas, la interaccién de la auxina con otras hormonas, especialmente con etileno ha sido
también demostrada (Sexton y Roberts, 1982; Taylor y Whitelaw, 2001). La adquisicién de
sensibilidad a etileno por las células de la ZA fue estudiada utilizando explantos de ZA de
flores de tomate y se asocié con una expresion alterada de genes regulados por la
reduccion de auxina. El momento y nivel de abscisiéon en la ZA de pedicelo de tomate
dependen de la presencia o ausencia de flores sobre los explantos. En presencia de flores,
el tratamiento con etileno estimula la abscisién aunque esta respuesta estd altamente
atenuada en explantos florales del mutante de tomate Nr mostrando una abscision mas
lenta (Tucker y cols., 1984). La eliminacién de flores produce un incremento rapido y
transitorio en la produccion de etileno durante las primeras 4 h y estimula la abscisién del
pedicelo (Roberts y cols.,, 1984). La abscision de la ZA del pedicelo comienza entre 6 y 10 h
después de la eliminacion de las flores dependiendo de la variedad de tomate (Roberts y

cols,, 1984; Meir y cols., 2010).

El tratamiento con inhibidores de la biosintesis de etileno como amino-etoxivinil glicina
(AVG) previo a la eliminacién de flores reduce la produccién de etileno y retrasa su
abscision. El efecto de IAA depende de su concentracion, previene la abscision del pedicelo
a altas concentraciones (10-3M) (Roberts y cols, 1984; Meir y cols, 2010). El
transcriptoma de la ZA del pedicelo muestra un aumento de expresién de genes que
codifican enzimas remodeladoras de pared celular, de biosintesis de etileno, proteinas de
transducciéon de sefiales, FTs (familias génicas bZIP, MADS - box y WRKY) y una
disminucién de la expresiéon de genes que codifican Aux/IAA y factores de transcripciéon
KNOX durante las primeras 14 h después de la eliminacion de las flores (Meir y cols,,
2010). Recientemente ha sido observado que un descenso de auxina proporciona la
primera sefial para la abscision, dando lugar a la disminucién de genes inducidos por esta
hormona (como Aux/IAA y otros factores de transcripcion) y observandose a su vez el
aumento de expresion de genes reprimidos por auxina, confiriendo sensibilidad a etileno y

competencia para la abscision a células de la ZA (Ito y Nakano, 2015). Ademas, en uva se
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ha observado que un mayor transporte de auxina desde las flores y los frutos provoca un

descenso en la sensibilidad a etileno (Kiihn y cols., 2014).

El tratamiento de explantos de ZA con 1-MCP provoca un retraso en la abscision que esta
caracterizado por el bloqueo de hidrolasas de pared celular, biosintesis de etileno,
transducciéon de sefiales y FTs. La prevencion de la abscision causada por IAA también
bloquea la disminucién de expresion de Aux/IAA y los FTs KNOX sugiriendo la posibilidad
de que la adquisicién de sensibilidad a etileno en la ZA esta asociada con una expresion
alterada de genes regulados por auxina como resultado de una disminucién de esta (Meir

y cols., 2010).

Otra posible conexién entre auxina, etileno y abscisiéon retrasada proviene del andlisis
genético de los mutantes de Arabidopsis defectivos en varios miembros de la familia
génica ARF (Auxine Response Factor). El comienzo de la senescencia y abscisiéon de
organos florales esta retrasada en mutantes arfZ pero no en arfl, nph4/arf7 ni arf19 (Ellis
y cols., 2005). Sin embargo, este efecto esta aumentado en los dobles mutantes arf1 y arf2
y en triples mutantes arfZ, nph4/arf7 y arf19. Esto sugiere que la auxina se encuentra
involucrada en abscisién a través de estos cuatro FTs ARF. Se ha observado que ARF1 y
ARF2 reprimen la transcripcidn, mientras que NPH4/ARF7 y ARF19 la estimulan (Tiwari y
cols., 2003; Ulmasov y cols., 1999). El mecanismo de cémo estos FTs regulan la abscision
de 6rganos florales necesita ser aclarado. Ademas, la expresion de genes Aux/IAA en ZAs
de 6rganos estad reprimida en mutantes arfl pero no en mutantes arf2 (Ellis y cols., 2005)
y la expresion global de genes regulados por auxina en plantulas no estd afectada en
mutantes arfZ (Okushima y cols.,, 2005). Esto sugiere que ARF2 no participa en la
sefializacién de auxina de una manera general y que la funcién de ARF2 probablemente

implica mecanismos adicionales diferentes al modelo de respuesta a auxina.

Por otro lado, la expresion de genes de biosintesis de etileno ACS2, ACS6 y ACS8 se
observd en ZAs de organos florales en flores de Arabidopsis tras la polinizacion
(Yamagami y cols.,, 2003), pero la expresion de estos tres genes ACS se encuentra
suprimida en flores mutantes de arf2 (Okushima y cols., 2005) lo que sugiere que el efecto
de ARF2 en abscisién podria estar unido al etileno. Sin embargo, el doble mutante arf2,
ein2 muestra un efecto aditivo de retraso en la abscisién del érgano floral indicando que el

efecto de ARF2 en abscision es independiente de etileno (Ellis y cols., 2005).

-21-



Introduccion

En resumen, el mecanismo molecular de la acciéon de auxina y la interaccién entre auxina y
etileno en la abscisidn de érganos no estan del todo claros atin. La auxina podria ser capaz
de promover la abscisiéon por inducciéon de la produccién de etileno. En orquideas, la
auxina es necesaria para el crecimiento de los ovarios tras la polinizacion y desencadena la
sintesis de etileno para iniciar la senescencia del 6rgano floral (Zhang y O’Neill, 1993). En
clavel, tratamientos de auxina imitando a la polinizacién inducen la sintesis de ACC y la
produccién de etileno en flores (Jones y Woodson, 1999). En tomate, la polinizacién
induce la producciéon de etileno y acelera la senescencia y la abscisién del 6rgano floral.
(Llop-Tous y cols, 2000). Como los tratamientos de auxina producen frutos
partenocarpicos, parece que la auxina actiia como sefial de la polinizacién, pero también

podria actuar como un activador mediado por etileno de senescencia floral y abscision.

La funcién de ABA fue inicialmente relacionada con la abscisién, pero ahora estd mas
asociada con su habilidad para iniciar la senescencia del tejido. Su efecto en abscision
podria depender de interacciones con auxina o etileno mas que ser un efecto directo
(Roberts y Elliot, 2002; Patterson, 2001). Estudios transcriptomicos obtenidos en la fase
de induccién temprana de la abscisiéon de manzana encontraron la expresion de genes de
biosintesis de ABA y sugieren la participacién en el proceso de la sefializacién de ABA, y su
probable coordinacién con otras hormonas (Botton y cols., 2011; Giulia y cols., 2013). Por
tanto, mientras que el etileno parece ser el activador hormonal final de la abscisién, el ABA
como la auxina, podria tener un papel intermedio. Ademas, el ABA junto con los
jasmonatos (JA) son requeridos para activar la expresién de algunas enzimas que
modifican la pared celular durante la abscisién en mutantes insensibles a algunas

hormonas de Arabidopsis. (Ogawa y cols., 2009).

Las citoquininas estan implicadas en la regulacion de la division celular y expansion,
interviniendo en muchos procesos fisioldgicos. A pesar de que altas concentraciones de
citoquininas han mostrado inhibir la abscisiéon (Pierik y Abbadi, 1972), el efecto de las
citoquininas estd mas bien relacionado con su induccién. De hecho, algunos compuestos
sintéticos semejantes a ellas inducen la abscisiéon y son usados como defoliantes. Sin
embargo, se piensa que la accién que la citoquinina realiza en abscision esta mediada por

etileno (Dal Cin y cols., 2007; Sipes y Einset, 1983; Grossman, 1981).

El 4cido jasmonico esta tradicionalmente asociado con la respuesta a patégenos. Aunque
los tratamientos con jasmonatos aceleran la abscision (Staswick, 1995), esta es una

respuesta general a estrés que finalmente provoca la producciéon de etileno (Taylor y
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Whitelaw, 2001). La expresion de genes relacionados con jasmonatos ha sido observada
en abscision de flores de tomate (Wang y cols., 2013). Algunos estudios sugieren un papel
mas directo de los jasmonatos en la activacion de la abscision, ademds de la creacién de
una respuesta de defensa (Hartmond y cols., 2000; Agusti y cols., 2008; Beno-Moualen,

2004; Miyamoto y cols., 1997; Ueda y cols., 1996).

Tras la abscision, los 6rganos separados sufren un proceso similar al de la MCP (Van
Doorn, 2011), que implica la induccién de nucleasas y especies reactivas del oxigeno (ROS)
(Bar-Dror y cols., 2011; Meir y cols., 2010; Farage-Barhom, 2008; Sakamoto, 2008). A
menudo, algunos elementos del proceso participan no solo en la senescencia del 6rgano
separado, sino también en la aparicién de la abscision en si. En tomate, la supresion de una
ribonucleasa relacionada con la MCP y la sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas
comprometen la abscisién (Bar-Dror, 2011; Lers y cols., 2006) mientras que en pimiento,
inhibidores de ROS previenen la abscision por supresion de la produccion de H202

(Sakamoto y cols., 2008).

1.1.2.2. Ontogenia de las zonas de abscision

Se han realizado muchos estudios sobre los procesos morfoldgicos, citolégicos y
bioquimicos en la activacién de la ZA pero todavia son poco conocidos los procesos que
participan en su diferenciacion. La caracterizacién de mutantes que muestran caidas
atipicas de drganos revela varios aspectos del proceso de diferenciaciéon de la ZA,
incluyendo sus aspectos moleculares (Robert y cols., 2002; Roberts y cols., 2000; Van

Nocker, 2009).

Se ha observado que la expresion de genes KNOX que codifican proteinas que previenen la
diferenciacion celular en el meristemo apical, promueven una baja concentraciéon de
auxina en la regién anatémica que contiene la ZA lo que podria mantener un estado de

falta de diferenciacidn caracteristico de las células de ZA (Van Nocker, 2009).

El gen mas estudiado relacionado al desarrollo de la ZA es JOINTLESS, que codifica un FT
MADS box en tomate. Una mutacioén jointless suprime la formacion de la ZA del pedinculo
y afecta al crecimiento provocando algunos efectos pleiotrépicos (Mao y cols., 2010). Otro
gen de tomate, también relacionado con al desarrollo de la ZA del pedicelo, LATERAL
SUPRESSOR (Ls), codifica una proteina VHIID que tiene alta homologia con proteinas

asociadas a la transduccion de sefiales de giberelinas (Schumacher y cols., 1999). Mutantes
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supresores jointless y Is no desarrollan una correcta ZA en el peddnculo, aunque hojas y
organos florales de ambos mutantes si sufren abscision, lo que sugiere que existe una
diferencia en las sefiales morfogénicas que regulan la formacién de la ZA en diferentes
tejidos (Roberts y cols, 2002; Roberts y cols., 2000). Otro gen requerido para la
diferenciacion de la ZA del pedinculo en tomate identificado es MACROCALYX, el cual
codifica un FT MADS box con una similitud de secuencia significativa al gen FRUITFULL de
Arabidopsis, que esta involucrado en la regulacién del desarrollo de la zona de dehiscencia
en las silicuas (Nakano y cols., 2011). La supresién de MACROCALYX bloquea el desarrollo
de la ZA del pedinculo y produce un fenotipo “leafy” lo que indica que MACROCALYX es
requerido para la determinacién de inflorescencias. De hecho, la supresién de
MACROCALYX altera los patrones de expresion de cuatro FTs relacionados con la
identidad del meristemo (Nakano y cols., 2011). Junto con JOINTLESS y MACROCALYX,
otro nuevo gen identificado, SEPALLATA MADS-BOX PROTEIN21 también es necesario
para la formacion de la ZA en el pedicelo del tomate (Liu y cols., 2014). Se ha sugerido que
este gen podria formar un complejo proteico con JOINTLESS y MACROCALYX para regular

la formacion de la ZA.

Varios genes con similitud a genes de Arabidopsis relacionados con auxina fueron
inhibidos en mutantes macrocalyx, sugiriendo que el control del desarrollo de la ZA podria
estar dada también por la influencia de la ruta mediada por auxina y la relacién auxina /

etileno (Nakano y cols., 2011).

Otro mutante de tomate similar a jointless, jointless-2 (j-2) no desarrolla una ZA normal en
el pedunculo y tiene efectos pleiotrdpicos en la arquitectura de la parte aérea. Aunque su
funcién sigue siendo desconocida, el mapeo genético ha identificado a una fosfatasa, CPL1
(C-Terminal Domain Phosphatase-Like 1), como una candidata probable para J-2 (Van

Nocker, 2009).

Los genes de Arabidopsis BLADE ON PETIOLE 1 (BOP1) y BOP2 son importantes para el
desarrollo de la ZA, codifican proteinas que pertenecen a una familia que contiene
dominios BTB/POZ y repeticiones anquirina. BOP1 y BOP2 promueven la formacién de la
anatomia especial de ZA necesaria para la abscision del érgano floral (Khan y cols., 2014).
La expresion espacial y temporal de genes que acttian corriente debajo de BOP1 y BOP2 no
era alterada en mutantes bop1 bop2, lo que sugiere un control aparte o redundante de su
transcripcién en la zona de unién de 6rganos laterales (McKim y cols., 2008; Gonzalez-

Carranzay cols., 2012).
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BOP1/BOP2 podrian tener un papel mas amplio en diferenciacién, ya que regulan el
desarrollo de hojas y flores controlando la actividad de genes homeéticos en hojas e
inflorescencias (McKim y cols., 2008; Norberg y cols., 2005; Ha y cols., 2004; Ha y cols.,
2003; Hepworth y cols., 2005; Khan y cols., 2011; Xu y cols., 2010). Un homélogo en tabaco
de la proteina BOP2 de Arabidopsis (NtBOP2) controla la elongaciéon celular y tiene un
papel especifico en la diferenciacion de la ZA de la corola (Wu y cols., 2012). La supresion
antisentido de NtBOP2 detiene la abscisién de la corola bloqueando la elongacién de las
células de la ZA cercanas a la base de la corola. NtBOP2 podria controlar la longitud celular
interactuando con al menos un FT tipo TGA que podria modular la biosintesis de
giberelina. El mecanismo por el cual NtBOP2 determina la diferenciacion de la ZA podria

ser diferente del de Arabidopsis (Khang y cols., 2014).

ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX GENE 1 (ATH1) es una proteina BELL que también
participa en el desarrollo de la ZA floral. ATH1 interactda con proteinas KNOX en el
meristemo e inhibe el crecimiento celular en los limites de los 6rganos (Gubert y cols,,
2014). La ZA floral de mutantes athl no se desarrolla correctamente en las etapas
tempranas del desarrollo, y en estas plantas, los érganos florales unidos a los frutos en
desarrollo se fusionan. Sin embargo, una ZA funcional se desarrolla finalmente en flores
maduras y los 6rganos florales se desprenden tras fertilizacién. Las ZAs vestigiales en la
union entre las hojas caulinares y la raiz de la inflorescencia no se desarrollan, lo que
sugiere que en general, ATH1 se requiere para el desarrollo de los limites basales de
organos vegetales aunque no es esencial en la creacion de una ZA (Gomez-Mena y

Sablowski, 2008; Cole y cols., 2006).

Un gen KNOX de clase I, BREVIPEDICELLUS (BP)/KNAT1, podria estar implicado en el
desarrollo de las ZAs de o6rganos florales en Arabidopsis ya que una supresiéon de
BP/KNAT1 resulta en una ZA anormalmente hinchada en mutantes bp-101 (Wang y cols.,
2006), la funcién de BP/KNAT1 podria requerir unas ZAs ya diferenciadas. La abscision de
organos florales no estd restablecida en mutantes triples bopl bop2 bp, ademas, se ha
observado una participacion principal de BP/KNAT1 y otras proteinas KNOX como KNAT?2
y KNAT®6 al estudiar la ruta de sefializacién de abscisidn en el fenotipo IDA (Shi y cols.,
2011; Butenko y cols., 2012). Recientemente ha sido observado como la supresién del gen
BP restaura la separacion de érganos en flores ida y hae hsl2 (Liu y cols., 2013; Gubert y

cols., 2014).
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KNAT6 y un complejo compuesto por ATH1 y KNAT2 juegan un importante papel en el
control del desarrollo del pedicelo en Arabidopsis, lo que sugiere que los genes homeobox
mencionados antes podrian interactuar con los limites que definen las proteinas BELL y
perfeccionar el desarrollo de la ZA (Li y cols, 2012). BP/KNAT1 probablemente
perfeccionen la formacién de la ZA actuando corriente abajo de los genes BOP1 y BOP2

que tienen un efecto epistatico sobre BP/KNAT1.

El FT de Arabidopsis SEEDSTICK (STK) estd implicado en el desarrollo normal del
funiculo, el tallo que conecta el 6vulo/semilla con la placenta, mediante el control de la
expansion y la divisién celular (Pinyopich y cols.,, 2003). Las semillas de mutantes stk
fallan al separarse debido al desarrollo celular defectuoso en la unién entre la semilla y el
funiculo donde la ZA estd correctamente formada. Asi, STK estd implicado en la

diferenciacion de la ZA en semillas.

El desgrane en el arroz depende de la diferenciacién de la ZA situada en la base del grano.
Los genes SH4/SHA1 y qSH1, que codifican factores de transcripcidn homeobox de los
tipos MYB-like y BEL1, respectivamente, juegan un importante papel en el establecimiento
de la ZA desde las etapas tempranas del desarrollo floral. Se originaron variedades que no
desgranan como consecuencia de seleccionar mutaciones en estos genes (Konishi y cols,,
2006; Li y cols., 2006; Lin y cols., 2007). EI gen qSH1 esti exclusivamente unido a la
formacion de la ZA mientras que SH4/SHA1 podrian ser también requeridos para su
activacion (Konishi y cols., 2006; Li y cols., 2006; Onishi y cols., 2007). La caracterizaciéon
de otro mutante de arroz con un fenotipo que no desgrana, shatl, ayudd a explicar la
interaccion entre los ultimos genes en el desarrollo de la ZA de la semilla. SHAT1 es un
ortologo en arroz de la proteina de Arabidopsis AP2 que estd implicada en la regulaciéon
del desarrollo floral (Zhou y cols., 2012). Variaciones en el gen SHAT1 en un arroz silvestre
result6 en la ausencia de una correcta ZA y un incremento en la fuerza requerida para
separar granos de arroz. SHAT1 podria actuar corriente abajo de SH4/SHA1, activando

gSH1 y manteniendo la expresion de SH4/SHA1 en la ZA (Zhou y cols., 2012).

El sorgo que no desgrana (sorgo bicolor) esta controlado por un solo gen: SHATTERING1
(SH1) (Lin y cols., 2012), un FT YABBY-like asociado con el desarrollo de la ZA en la union
que conecta la cascara de la semilla y el pedicelo. Ortélogos al gen SH1 de sorgo
responsable del fenotipo que no desgrana se han identificado en arroz (OsSh1) y maiz
(familia génica ZmSh1) (Lin y cols., 2012). Inversamente a SH4/SHA1, qSH1, SHAT1 y Sh1

que promueven diferenciacién en ZA, el locus SH-H en arroz, el cual codifica una proteina
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fosfatasa-like nuclear (OsCPL1), ha sido propuesto como represor de la formacion de la ZA
de semillas, ya que mutantes OsCPL1 muestran un desarrollo acelerado de la ZA y un

fenotipo que desgrana (Jiy cols., 2010).

El desarrollo de la region ligular, localizada en la misma posicién en la que es encontrada
la ZA hoja/peciolo, aunque no esta implicada en la separacion celular de hojas de cereal,
esta asociada con la actividad de diferentes proteinas KNOX de clase [ (Freeling y Hake,
1985; Freeling, 1992; Muehlbauer y cols., 1999; Schneeberger y cols.,, 1995; Smith y cols.,,
1992; Vollbrecht y cols, 1991). Los genes ortologos de Arabidopsis de maiz
knotted1/rough sheathl y liguleless3/liguleless4 son, KNAT1 y KNAT2/6,
respectivamente. Son componentes de la ruta de sefializacién IDA de abscision de 6rganos
actuando corriente abajo a IDA y HAE/HSL2 (Shi y cols., 2011; Butenko y cols., 2011; Ma y
cols., 2015). El gen de arroz SCARECROW (0OsSCR) se expresa en la capa celular
endodérmica de la raiz y también en células ligulares lo que sugiere un posible papel de
este gen en la formacién de la ligula (Kamiya y cols., 2003). Dos miembros de la familia
génica SCARECROW de citricos aumentan en la ZA laminar, localizada entre la hoja y el
peciolo, siguiendo a la activacién de la abscisién de hojas en citricos por etileno (Agusti y

cols., 2009).

1.1.2.3. Activacion de la zona de abscision

La activacién de la maquinaria molecular de abscision implica alteraciones en la expresion
génica de un gran namero de familias de genes, incluyendo enzimas de remodelacién de
pared celular, de biosintesis y modificacion de proteinas y FTs homedticos en la ZA asi
como proteinas de defensa en drganos que permanecen unidos a la planta. Un gran

numero de FTs que regulan la abscision han sido recientemente identificados (Fig.1).

Se ha centrado mucha atencién en la actividad de enzimas que actiian sobre polisacaridos
estructurales, que conducen a la hidroélisis de la lamina media y pared celular de las células
de la ZA (Brummel y cols., 1999; del Campillo y Bennet, 1996; Burns y cols., 1998;
Gonzalez-Carranza y cols., 2007; Gonzalez-Carranza y cols., 2002; Jiang y cols., 2008;
Kalaitzis y cols., 1995; Kalaitzis y cols., 1997; Lashbrook y cols., 1998; Ratner y cols., 1969;
Riov, 1974; Tucker y cols., 1991; Tsuchiya y cols., 2015). Algunos miembros especificos de
la familia génica B-1,4-glucanasas (celulasas) aumentan debido a la accién del etileno
durante la abscisiéon de 6rganos en diferentes especies (Sexton y Roberts, 1982; Taylor y

Whitelaw, 2001; Burns y cols., 1998; Ferrarese y cols., 1995; Lashbrook y cols., 1994;
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Mishra y cols., 2008; Trainotti y cols., 1997). Los genes de tomate CEL1, CEL2 y CEL5 se
expresan en alto nivel en la ZA del pedicelo floral (del Campillo y Bennett, 1996; Gonzalez-
Bosch y cols,, 1997; Kalaitzis y cols.,, 1999). CEL1 y CEL2 estan implicados en la
degradacion de la pared celular en esta zona (Brummel y cols, 1999; Lashbrook y cols,,

1998).

Tres PG: TAPG1, TAPG2, y TAPG4, con diferentes perfiles de expresion espacial y temporal
también estdn implicadas en la abscision del fruto de tomate (Kalaitzis y cols., 1997).
Tsuchiya y cols. (2015) también observaron la expresidn de poligalacturonasas en la ZA de
tomate. Mientras, en Arabidopsis, tres PGs llamadas ADPG1, ADPG2 y QRT2 estan
implicadas en la dehiscencia de anteras, silicuas y abscision floral respectivamente. El
mutante pgazat, que codifica una PG expresada en la base de las estructuras florales,

retrasa la abscision floral (Ogawa y cols., 2009).

Las expansinas estan especificamente implicadas en abscisidn, dos genes de expansinas
que son inducidas por etileno: SniEXP2 y SniEXP4 han sido clonados y caracterizados en
ZA de hojas de satco (Belfield y cols., 2005). La expresion de otra expansina, RbEXPA1,
esta asociada con la abscision de pétalos en la Rosa bourboniana (Sane y cols., 2007). En
Arabidopsis, AtEXP10 se expresa en el peciolo y la nervadura en hojas y también en la ZA
vestigial del pedicelo (Cho y Cosgrove, 2000). En plantas que sobreexpresan AtEXP10, la
incidencia de rotura completa del pedicelo fue mas alta que en las plantas control. Sin
embargo, la expresién de AtEXP10 en la base de los 6rganos florales no ha sido descrita.
Recientemente, expansinas han sido detectadas mediante técnicas inmunohistoquimicas
en la ZA de tomate (Tsuchiya y cols., 2015). Otras enzimas que modifican la pared celular
como las pectinmetilestersas, las pectato liasas y las xiloglucano endotransglucosilasas
han sido también propuestas como implicadas en la abscision de hojas y 6rganos florales

(Agustiy cols., 2008; Cai y Lashbrook, 2008; Singh y cols., 2011; Sun y van Nocker, 2010).

El andlisis de microarrays junto con la microdiseccién asistida con laser proveen datos
utiles respecto a los niveles de expresién de genes relacionados con abscision (Agusti y
cols., 2009; Cai y Lashbrook, 2008). Este enfoque molecular aclaré la actividad
transcriptémica de genes que codifican miembros de diferentes familias en enzimas que
remodelan la pared celular y también de genes asociados con biosintesis y modificacién de
proteinas que actdan al inicio de la abscisiéon. La mayoria de los genes que codifican
proteinas modificantes de la pared celular, cuya expresién aumenté significativamente,

podria facilitar la separacién de 6rganos y la formaciéon de capas de células protectoras.
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Ademas, la alta expresion de algunos FTs homedticos podria actuar como control del
proceso. Un programa de defensa que previene de patégenos y de dafio abiético se activa
en aquellos 6rganos que permanecen unidos a la planta (Meir y cols., 2010; Agusti y cols,,

2008; Agusti y cols., 2009; Cai y Lashbrook, 2008; Meir y cols., 2011; Zhu y cols., 2011).

Investigaciones en Arabidopsis dilucidaron el papel de muchos genes que controlan la
abscision de o6rganos florales en un sistema basado en un péptido sefial y receptores
especificos (Fig. 1) (Shi y cols., 2011; Butenko y cols., 2011; Cho y cols., 2008; Stenvik y
cols., 2008). El gen IDA fue identificado en mutantes de Arabidopsis que no mostraban
abscision en o6rganos florales (Butenko y cols., 2003). Las plantas que sobreexpresan IDA
estan caracterizadas por una abscision prematura de 6rganos florales, un incremento en el
nimero de células esféricas en la ZA y la secrecion de grandes cantidades de
arabinogalactanos en los lugares de abscisién (Stenvik y cols., 2006). El gen IDA codifica
una proteina pequefia de 77 aminoacidos con una regién N-terminal hidrofébica que actia
como péptido sefial, no se detect6 ninguna regién transmembrana. IDA pertenece a una
familia multigénica de Arabidopsis con cinco genes adicionales IDA-LIKE (IDL) que
conservan un motivo denominado EPIP (Stenvik y cols., 2008), este dominio resulté estar
conservado en proteinas IDA-IDL de judia, tomate y soja (Tucker y Yang. 2012). La
sobreexpresion de IDA e IDLs resulta en fenotipos similares a la abscision floral prematura
y a la abscisién ectdpica de 6rganos vegetales adicionales (Stenvik y cols., 2006; Butenko y
cols., 2003). Sin embargo, los cinco genes IDL tienen patrones de expresion distintos a los
de IDA, lo cual es detectado solo en la ZAs florales (Stenvik y cols.,, 2006; Butenko y cols,,
2003; Stenvik y cols., 2008).

HAESA (HAE) y HAESA-LIKE2 (HSL2) son proteinas quinasas receptoras funcionalmente
redundantes con repeticiones de leucina (LRR-RLK) imprescindibles para la regulacion de
la separacién celular durante la abscision, ya que el doble mutante hae hsl2 result6 en una
abscision floral defectuosa (Jinn y cols., 2000; Cho y cols., 2008; Stenvik y cols., 2003). La
co-expresion de IDA y HAE en la ZA sugirié que IDA podria funcionar como un ligando de
HAE. La sobreexpresion de IDA en un genotipo hae hsl2 no recupera el fenotipo de
abscision lo que muestra que la funcién de IDA requiere a HAE y a HSL2 (Stenvik y cols.,

2008).

La activacion de HAE o HSL2 por IDA induce una cascada MAP kinasas dentro del
citoplasma de las células de la ZA (Cho y cols., 2008). La expresiéon de MKK4 y MKK5 ha

sido detectada en los drganos florales y la ZA. Las plantas con expresion reducida de MKK4
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y MKKS5 presentan fenotipos defectivos en abscision similares a los del mutante ida. MKK4
y MKK5 podrian actuar a través de las MAP kinasas de Arabidopsis MPK3 y MPK®6, las
cuales tienen funciones superpuestas ya que una forma mutante de MPK6 confiere un
fenotipo defectuoso en abscision en mutantes mpk3 pero no en plantas silvestres (Cho y
cols., 2008). Se han identificado componentes adicionales de la ruta de sefializaciéon de IDA
(Shi y cols., 2011; Butenko y cols., 2011): Una versiéon mutante de gen BP/KNAT1 de
Arabidopsis recupera los fenotipos de ida y de hae hsl2, proporcionando una abscisidon
normal de los drganos florales. Los mutantes bp se parecen a plantas que sobreexpresan
IDA en la estructura de la ZA floral y en la desorganizacién prematura de la pared. Por lo
tanto, BP/KNAT1 podria actuar como un regulador negativo corriente abajo, siendo
suprimido probablemente por la sefializaciéon de IDA (Shi y cols., 2011). BP/KNAT1
deberia, por tanto, funcionar restringiendo la expresién de KNAT2 y KNAT®6, lo cual a su
vez regularia positivamente la transcripcién de genes involucrados en la separacién
celular (Shi y cols.,, 2011; Butenko y cols., 2011), tales como genes de remodelacién de

pared (Kumpfy cols., 2013).

Investigaciones sobre el trafico de membranas en Arabidopsis han revelado una ruta
distinta que lleva a la activacion de la ZA (Fig.1) (Leslie y cols., 2010; Lewis y cols., 2010;
Liljegren y cols., 2009). Tal ruta fue propuesta tras la caracterizacién de los mutantes
nevershed (nev) en los cuales, la separacion de los 6rganos estd bloqueada como resultado
de un trafico defectuoso. NEV codifica una proteina ARF-GAP que funciona como regulador

general del trafico de membrana (Liljegren y cols., 2009; Liu y cols., 2013).

La busqueda de mutaciones que restauren la separacion de o6rganos en flores nev ha
llevado al descubrimiento de EVERSHED (EVR) y SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-
LIKE KINASE1 (SERK1) como inhibidores de la abscisiéon. EVR1 y SERK1 codifican dos
receptores quinasas transmembrana que podrian funcionar como inhibidores de la
abscision actuando sobre otras quinasas en la membrana plasmatica. Como la pérdida de
EVR no recupera la separacién de érganos florales en flores ida ni hae hsl2, se ha sugerido
que NEV y EVR (y también SERK1) podrian actuar corriente arriba de IDA y HAE/HSL2, o
en una ruta paralela que convergiera en el punto de la funcién de HAE/HSL2 o incluso
corriente abajo (Leslie y cols, 2010). Un reciente estudio ha demostrado que NEV
interactia fisicamente in vivo con la cadena pesada de clatrina y marca un subconjunto de
vesiculas cubiertas por clatrina purificadas (Sauer y cols., 2013). Durante la abscision, NEV

podria potencialmente regular la exocitosis de enzimas modificadoras de la pared celular,
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la endocitosis de materiales de pared, u otros transportes requeridos en tal proceso

(Guberty cols., 2014).

Un nuevo receptor quinasa, CASTAWAY (CST) ha sido descrito como un inhibidor de la
abscision al igual que EVR y SERK1. Ha sido propuesto que CST estabilizaria a EVR en la
membrana plasmatica y junto a otro receptor kinasa-like contribuiria a bloquear la ruta de
sefializacion que lleva a la abscision de érganos promoviendo la internalizacién de los
receptores HAE/HAESA antes de la unién del ligando (Burr y cols.,, 2011). Ya que la
disminucién regulada de EVR ha sido detectada en mutantes bp, se ha sugerido la
existencia de una interaccién entre las rutas IDA-HAE/HSL2 y EVR a nivel de BP/KNAT1,
(Shi y cols., 2011; Wang y cols., 2006; Butenko y cols.,, 2011). Se ha mostrado que la
pérdida de funcién de EVR, SERK1 o CST no restaura la separacién de érganos en
mutantes ida o hae hsl2. Sin embargo, a pesar de las similitudes entre los fenotipos nev evr,
nev serkl y la sobreexpresion de IDA, la pérdida de actividad de IDA no es suficiente para
bloquear la separacién de 6rganos en flores nev evr o nev serkl. Estos resultados sugieren
que la restauracion de la separacion celular en flores nev evr y nev serk1 es independiente
a IDA, y que la activacion ectopica de la ruta de sefializacion HAE/HSL2 podria ocurrir al

nivel de los receptores HAE/HSL2 o corriente abajo (Guberty cols., 2014).

Muchos FTs participan en la activacion de la abscisién de 6rganos florales en Arabidopsis
(Fig. 1). AGAMOUS like 15 (AGL15) es un FT MADS-box que se acumula durante el
desarrollo embrionario de Arabidopsis. Se piensa que AGL15 mantiene un estado de no
senescencia en tejidos jovenes. La expresion constitutiva de AGL15 resulta en un retraso
de la separacion de pétalos, pero no modifica la estructura de la ZA ni su habilidad para
responder al etileno (Fernandez y cols., 2000; Heck y cols., 1995). Similarmente a AGL15,
AGAMOUS like 18 (AGL18) y AGAMOUS like 42 (AGL42; FOREVER YOUNG FLOWER, FYF)
también retrasan la senescencia de 6rganos florales y la abscisién cuando se expresan a
altos niveles (Adamczyk y cols., 2007; Chen y cols., 2011). En contraste a las plantas que
sobreexpresan AGL15 y AGL18, la senescencia y abscisidon en plantas que sobreexpresan
FYF es independiente de etileno. Cuando las plantas que sobreexpresan FYF se cruzan con
mutantes etrl, ein2 y ctrl, la senescencia y la abscision se retrasa. La sobreexpresion de
FYF también resulta en la diminucién regulada de los genes EDF1 y EDF2 de la ruta de
etileno. FYF tiene un papel inhibidor sobre estos genes, bloqueando la ruta de sefializaciéon
del etileno que regula la senescencia y la abscision (Chen y cols., 2011; Xie y cols., 2014).
FYF también tiene un papel regulador sobre IDA y BOP2, el cual podria implicar un control

de este gen sobre la activacion de la ZA y su desarrollo. Estas hipotesis estan basadas en
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cambios en los niveles de expresién génica y se requieren mas investigaciones para

aclararlas.

Microdisecciones asistidas con laser y analisis transcriptomicos han revelado el papel de
un gen que codifica una proteina con dedos de zinc, ZINC FINGER PROTEIN 2 (AtZFP2)
como un represor de la abscision de 6rganos florales en Arabidopsis ya que increment6 la
retencion de organos (Cai y cols., 2008). Esta proteina interactia con AtDOF4.7, un
miembro de la familia de FT DOF. Esta interaccién podria controlar la expresién de
enzimas hidroliticas de la pared celular como PGAZAT (Wei y cols., 2010). La aplicacién de
etileno ex6geno no aceleré ninguna parte del proceso de abscisién de drganos florales en
individuos que sobreexpresaban AtDOF4.7, lo cual ha llevado a sugerir que AtDOF4.7

actiia dentro de una ruta independiente de etileno (Wei y cols., 2010) similar a FYF.

Tratamientos sobre hojas y frutos de citricos con etefén, un compuesto liberador de
etileno, aumenta la expresiéon de dos genes de biosintesis de etileno CsACS1 y CsACO en
ZAs lo que activa la abscision de drganos (Yuan y cols., 2005). El tratamiento combinado
de etefén con guanfacina o clonidina, dos agonistas selectivos de proteinas G acopladas a
adrenorreceptor aza, reducen la expresién aumentada por etefén de los genes CsACS1 y
CsACO en la ZA laminar y la abscision de hojas. Los efectos observados en abscision de
hojas sugieren una unién entre la sefializacién relacionada con proteinas G, biosintesis de

etileno y abscision.

Los genes AtARP4 y AtARP7 codifican dos proteinas relacionadas con actina que
promueven la abscisiéon (Kandasamy, 2005a; Kandasamy, 2005b). Es muy factible que
puedan intervenir en numerosos procesos ya que codifican proteinas que modifican la
cromatina. El silenciamiento de estas proteinas resulta en efectos pleiotrdpicos tales como

crecimiento retrasado de la raiz, desarrollo alterado de flores y fertilidad reducida.

Una ribonucleasa de tomate T2/S-like, LX, estd asociada con respuestas a etileno,
senescencia, MCP y abscisién (Lehmann y cols.,, 2001; Lers y cols,, 1998). Tanto los
transcritos de LX como los péptidos se acumulan alrededor de los tejidos de las ZAs
peciolares en hojas maduras. (Lers y cols., 1996; Lers y cols.,, 1998). La supresion
antisentido de LX en tomate retrasa la senescencia foliar y la abscisién (Lers y cols., 1996)
lo que sugiere un papel funcional de la LX RNasa en abscisién de drganos. Recientemente,
se ha sugerido que la expresion de LX podria ser requerida para la progresiéon normal de la

abscision de 6rganos, ya que la MCP y la expresion de LX estan asociadas con la abscision
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de hojas y flores en tomate (Bar-Dror y cols., 2011). Cuando se comparan el lado proximal
con el lado distal, la expresion del gen LX y la acumulacién de proteinas coinciden con una
mayor expresion génica de celulasas relacionadas con abscisién y ACS en el lado distal, en

contraste con una expresion mas baja de PG (Bar-Dror y cols., 2011).

Los genes SH4/SHA1 de arroz no solo intervienen en un desarrollo temprano de la ZA sino
que también se expresan en las etapas tardias de la maduracién de semillas, lo que sugiere
que el gen activa la abscisién regulando la actividad de hidrolasas de pared celular (Li y
cols., 2006; Liy cols., 2007). Otros genes tales como TDR4 también controlan la expresion
de enzimas modificantes de pared celular y podrian estar involucradas en la activacién de
ZAs. TDR4 es un FT MADS box (Busi y cols., 2003). Su expresion se reduce en los mutantes
rin y nor de tomate que no maduran y también en el mutante Cnr, en paralelo con una
reduccion en la expresion de genes que codifican algunas enzimas remodeladoras de la
pared celular como poligalacturonasa, pectinesterasas y pectato liasas (Eriksson y cols.,
2004). Un gen con alta homologia al Cnr del tomate estan especificamente sobreexpresado
en células de la ZA durante la abscisién promovida por el etileno de frutos maduros en
citricos. Esto es simultaneo con los aumentos en los transcritos que codifican hidrolasas de
la pared celular que estdn expresadas antes de la abscision de frutos (Merelo Cremades,

2011).

1.1.3. Abscision del fruto

Las plantas han desarrollado un sofisticado mecanismo de abscisién de frutos con el fin de
propagarse exitosamente y responder a ataques de patdgenos, estrés por sequia, dafio por
frio o desequilibrios de nutrientes u hormonales (Xie y cols. 2013). La abscisién de frutos
es un proceso muy coordinado mediado por multitud de factores como hormonas,
azucares, poliaminas (PAs), H;0: etc. Todos estos compuestos derivan de rutas
biosintéticas o catabodlicas pudiendo ejercer su actividad tanto en el sitio de generacién
como en otras zonas gracias a su transporte a través de la planta (Iglesias y cols. 2006, Dal
Cin y cols. 2009a, Parra-Lobato y Gémez-Jimenez, 2011; Gil-Amado y cols. 2011, Ish-
Shalom y cols. 2011).

Sin embargo, estos compuestos no actiian de manera independientemente sino que estan
interrelacionados a través de interacciones sinérgicas o antagonistas cuyo fin consiste en
regular la biosintesis o respuesta que consecuentemente activa o inhibe la expresién de un

conjunto de genes relacionados con la abscision de frutos. Por tanto, un sistema de
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transducciéon de la sefial muy complejo debe estar involucrado en abscision y nuevos

mecanismos quedan aun por aclarar.

En los dltimos afios, se han realizado progresos significativos para comprender estas rutas
de transduccion de sefiales (Mahouachi y cols,, 2009, Zhu y cols. 2011, Gil-Amado y cols.,
2013, Ito y Nakano, 2015). Mediante deteccidon genética y métodos analiticos bioquimicos
se han identificado algunos receptores y otros componentes de la sefial relacionados con
abscision de frutos (Xie y cols., 2013). Sin embargo, debido al limitado conocimiento de
genes relacionados con abscision y sus funciones, la comprensién de los eventos

moleculares asociados con la abscision de frutos permanece desconocida.

Varios afios atras, revisiones sobre la sefializacién asociada a la abscisién y su background
biolégico fueron publicadas (Taylor y cols., 2001; Racské y cols. 2006) mostrando que los
eventos moleculares de la abscisién de frutos son diferentes de aquellos de abscision de
flores u hojas. Esto va siendo corroborado gracias al descubrimiento y aportaciéon de
nuevos datos sobre el proceso de abscision de frutos (Xie y cols., 2013; Ito y Nakano,

2015).

1.1.3.1. Compuestos involucrados en la abscision de frutos

= Azicares: La carencia de azicares promueve la abscision de frutos a la vez que
provoca el aumento las concentraciones de ABA y ACC (Iglesias y cols. 2003; Liy
cols.,, 2015). El tratamiento mediante suplementacién con sacarosa y anillado de
ramas, aumento6 el contenido en sacarosa y, por tanto, incremento6 el cuajado pero
esto no contrarresto el efecto abscisico inducido por el ACC (Iglesias y cols. 2006).
Estos resultados indican que los azicares podrian actuar no solo como nutrientes
esenciales sino también como moléculas sefializadoras (Iglesias y cols. 2003).
También se ha sugerido que los azdcares controlan la abscisién de frutos
afectando al metabolismo de hormonas y/o sus rutas de sefializacién (Kuang y
cols., 2012; Liy cols., 2015). Es probable que el nivel umbral de azticar que lleva a
la abscision de frutos sea diferente en diferentes etapas del desarrollo. Varios
genes relacionados con abscisidn de frutos que detectan el contenido en aztcares
han sido aislados y caracterizados. Uno de ellos es trehalosa-6-fosfato isomerasa
(TPS) que pertenece a los genes de metabolismo de trehalosa. Como la trehalosa
generalmente funciona como azucar de reserva y normalmente se acumula bajo

condiciones de inanicién (Rolland y cols. 2006, Fernandez y cols. 2010), la
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participacion de TPS en abscisidn es sugerida por su alta expresion (Botton y cols.
2011) también en citricos (Alferez y cols. 2007) o lichi (Li y cols., 2015). El gen
SnRK3-like y el gen Suc sintasa (SUS-like) posiblemente funcionen como
moléculas sefnalizadoras detectando el almacenamiento de nutrientes y estando,
por tanto, involucradas en abscision de frutos (Botton y cols. 2011). A través de
andlisis de la expresion de genes, el gen de la hexoquinasa (HXK) aumenta por
NAA solo en la ZA de manzana, lo que sugiere que también es probable que
participe en la abscision de frutos actuando como un gen sefializador. Los genes
de sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa parecen no expresarse en frutos jovenes,
pero juegan un papel clave en la biosintesis de sorbitol, y son inducidos tras
sombreado. Sin embargo, es necesaria mas investigacion para saber si estan
involucrados en abscision de frutos (Zhou y cols 2008). Ademas de los genes de
sefializacion relacionados con azlcares mencionados anteriormente, dos genes
transportadores de azicares (los genes de transporte de sorbitol y sacarosa;
MdSOT y MdASUT) han sido caracterizados en detalle mediante andlisis con
microarrays combinados con métodos de analisis de expresion génica. Estos dos
genes son expresados en la ZA de frutos por NAA y sombreado, lo que sugiere que
el transporte de azdcares a los frutiolos es obstaculizado lo cual provoca la
abscision de frutos. Todos los descubrimientos mencionados anteriormente
indican que los azucares no solo proveen nutricién sino que también juegan un
papel crucial como moléculas sefializadoras y que las interacciones entre
azucares y hormonas u otros factores pueden regular la abscisién de frutos (Xie y
cols., 2013; Liy cols., 2015). Sin embargo, en algunos casos, la hipotesis de que los
azucares actian como moléculas sefial estando directamente involucrados en la

regulacion de la abscisién de frutos necesita todavia mas investigacion.

Poliaminas: Las PAs, incluyendo principalmente a la putrescina (Put),
espermidina (Spd), y la espermina (Spm), son compuestos catiénicos distribuidos
ubicuamente en los organismos vivos, involucrados en una gran variedad de
procesos fisiolégicos y situaciones de estrés (Bouchereau, 1999; Kusanto y cols.,
2008; Takahashi y Kakehi, 2010). Estos compuestos estan también implicados en
aumentar el cuajado de frutos (Alburquerque y cols., 2006, Dal Cin y cols., 2009 a,
b). En cultivares de olivo, las actividades de la diamina oxidasa (DAO) y la
poliamina oxidasa (PAQO) estan inversamente asociadas con la abscision de frutos
(Gomez-Jimenez y cols. 2010). La utilizacion de ciclohexilamina y f-

hidroxietilhidrazina como inhibidores para la Spd sintasa (SPDS) y PAO,
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respectivamente, resulté en el aumento de la abscision de uva (Aziz y cols. 2001).
Estos datos indican que la Put podria tener un papel importante en la regulacion
de la abscision de frutos. Sin embargo, solo la Put soluble (no la Spd ni la Spm)
estda involucrada en obstaculizar la abscisiéon de frutos y con una influencia
positiva en el cuajado (Aziz y cols. 2001, Gomez-Jimenez y cols. 2010). El
mecanismo tras el papel de las Puts soluble e insoluble en abscision de frutos
podria ser que la conversion de Put libre a Put conjugada podria mitigar el efecto
dafiino de la Put libre sobre la membranas de las células vegetales y estabilizar la
funciéon y configuracion de las proteinas (Gomez-Jimenez y cols. 2010). De
acuerdo a los descubrimientos anteriores, el descenso en actividad de PAO, DAO y
SPDS contribuyen a un incremento en el contenido de Put libre. Ademas de Put,
otras PAs, tales como Spd y cadaverina (Cad), estan también asociadas con la
abscision de frutos (Gomez-Jimenez y cols. 2010). La aplicacién de inhibidores de
poliaminas o etileno exdgeno provoca el aumento de Put libre y disminuye los
conjugados solubles de Spd, Spm, homoespermidina y Cad en la ZA de olivo,
mientras que la inhibicion de etileno incrementa estos conjugados solubles pero
no afecta a etileno (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). La S-adenosilmetionina
(SAM) descarboxilasa (SAMDC) es considerado como un gen regulador principal
involucrado en la sintesis de Spd y Spm y también es conocido que afecta a la
produccién de etileno debido a la relacién antagonista entre PA y biosintesis de
etileno ya que ambas rutas sintéticas compiten por la utilizaciéon de SAM, un
precursor comun. También se ha observado que la Spd provoca la represién de
genes relacionados con la sintesis de etileno, afectando a la abscisién de frutos en
olivo (Parra-Lobato y Gomez-Jimenez, 2011). Durante la abscisién de frutos, la
actividad de SAMDC se inhibe mientras que el contenido end6geno de Put libre y
etileno se incrementa (Gomez-Jimenez y cols. 2010; Gil-Amado y Gomez-Jimenez,
2013), ambos fendémenos contribuyen a la abscisiéon de frutos. Adicionalmente,
algunas PAs regulan genes de biosintesis y sefializacién de etileno tales como
0eACS2, OeEIL2, y estan relacionados con la produccion de NO y H;0;. Ambas
moléculas sirven como moléculas sefial durante la abscisién de frutos (Gil-Amado
y cols. 2011, Parra-Lobato y Gomez-Jimenez 2011) lo que indica que las PAs estan
implicadas en las rutas de transduccion de sefiales relacionadas con la abscisién

de frutos.

Otros: Los lipidos proveen las bases estructurales para las membranas celulares

y ademas son combustibles para el metabolismo (Wang, 2004). En los ultimos
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afios se han acumulado evidencias que indican que los lipidos también funcionan
en transduccién de sefiales (Wang, 2004). Tras la aplicaciéon de CMNP a citricos, la
actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2) y de la lipoxigenasa (LOX) asi como el
contenido en hidroperoxido lipidico aumentaron en el flavedo. Por el contrario el
acido aristoléquico, un inhibidor de la actividad de PLA2, redujo el incremento
inducido por CMNP en la actividad de PLA2 y LOX y los niveles de hidroperdxido
lipidico a la vez que se produjo una reduccién en la abscisién de frutos. La
expresién de LOX también ha sido observada en el pedicelo de fruto de tomate y
podria participar en el proceso de abscision (Nakano y cols., 2013) Estos datos
indican que los lipidos juegan papeles importantes en la abscisién de frutos
(Alferez y cols. 2005), aunque los mecanismos tras la deteccion y la transduccién
de las sefiales de abscision permanecen desconocidos. Un gen de una proteina
transferidora de lipidos (LTP) ha sido aislado de frutos maduros de citricos. A
través de andlisis genéticos y de expresion, se reveld que el gen LTP parecia jugar
un papel importante en la abscisiéon de frutos posiblemente por asistir en el
transporte de mondémeros de cutina al plano de fractura de la ZA o a través de su
actividad antimicrobiana reduciendo el potencial de ataque microbiano (Wu y
Burns 2003). Colectivamente, ademas de las rutas biolégicas mencionadas, otros
mecanismos podrian estar también involucrados en la abscisién de frutos los

cuales necesitan ser explorados.

1.1.3.1.1. Interacciones entre hormonas, azicares y poliaminas

La gran cantidad de evidencias que apoyan las interacciones entre hormonas, entre
hormonas y azucares, asi como entre hormonas y poliaminas se obtuvieron
principalmente mediante investigaciéon en manzana, mango y citricos. La accién sinérgica
0 antagonista de estos compuestos y la regulaciéon coordinada de sus rutas biosintéticas
juegan papeles importantes en modular la abscisién de frutos permitiendo una respuesta
adecuada a los factores internos y externos (Xie y cols., 2013) (Fig. 2). Como ha sido
mencionado anteriormente, un balance entre el contenido de auxina y etileno en la ZA es
un factor crucial en la regulacion de la abscisiéon de frutos. Sin embargo, la auxina por si
misma estimula la produccion de etileno mediante el incremento de la expresidon de genes
ACS (Vandenbussche y Straiten 2007, Li y Yuan 2008). El etileno, funcionando como un
inhibidor de retroalimentacion bloquea el transporte de auxina desde el fruto (Zhu y cols.,
2011). Ademads, también se ha observado que un transporte mas intenso de auxina

disminuye la sensibilidad a etileno y que éste a su vez, inhibe el transporte de auxina
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desde frutos de uva (Kihn y cols, 2014). La compresiéon detallada de los eventos
moleculares con respecto a la interaccién entre auxina y etileno permanecen
desconocidos. La fitohormona ABA parece tener un efecto acelerador de abscision
mediante el incremento en los niveles de ACC (Bangerth 2000, Gémez-Cadenas y cols.
2000). Por tanto, la abscisién de frutos estd determinada por las concentraciones relativas
de IAA y ABA (Racsko y cols. 2006). Todavia no esta claro si el ABA es capaz de iniciar la
abscision de frutos directamente. E1 ABA podria estar involucrada en la deteccion de
deficiencias de azudcares y relacionar asi la escasez de azlcares con la abscision de frutos

(Gémez-Cadenas y cols., 2000).

Basados en datos transcriptomicos, la sefializaciéon por especies reactivas del oxigeno
(ROS) podria estar implicada en la escasez de azicares y la sefializacion de ABA podria
simultdneamente organizar la interaccién entre sacarosa y ROS (Botton y cols., 2011). Una
interaccion entre ABA y ROS también ha sido propuesta en la abscision de manzana (Giulia
y cols., 2013). La interaccion ABA-etileno mediante proteinas relacionadas podria llevar a
la abscisidn de frutos. El estrés energético producido por defoliacién produce cambios en
el metabolismo celular que implica activacion de rutas de transduccién de sefiales (etileno,
auxina y ABA), actividad de protein-kinasas (LRR-RLK) y actividad de FTs (AP2/ERF,
bHLH, LBD, GRAS) (Li y cols., 2015). Un gen que codifica una proteina quinasa activada por
AMP podria participar en la interaccidn ABA-sacarosa. Este gen aumenta su expresion en
los frutos en abscision (Botton y cols, 2011). Otro gen, D-sorbitol-6-fosfato
deshidrogenasa (S6PDH), podria actuar como un gen de respuesta a estrés mediado por
ABA implicado en la interaccién ABA-sacarosa (Zhu y cols., 2011). Los genes responsables
en la interaccion entre azicares y hormonas relacionados con el control de la abscisién de
frutos necesitan mas investigacién para comprender plenamente su funcionamiento.
Especialmente, el papel de los azticares como moléculas sefial en la regulacién directa de
la biosintesis de hormonas o en las rutas de sefializacion de abscisiéon de frutos debe ser

evidenciado.

Durante la abscision de la aceituna, un aumento en la produccion de etileno se encuentra
acompanado por una acumulacién de Put libre con un aumento y una disminucién de las
actividades de arginina descarboxilasa (ADC) y SAMDC respectivamente, lo que sefiala a
una relacion entre el etileno y las rutas de biosintesis de PA, los cuales coordinadamente
controlan la abscisién de frutos (Gomez-Jimenez y cols. 2010, Parra-Lobato y Gomez-
Jimenez 2011). La actividad de ADC y de la ornitina descarboxilasa (ODC) aumentaron por

etileno exégeno aunque solo la actividad de ADC estuvo inhibida por CoCl;, un inhibidor de
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ACO asociado con la abscision de frutos, lo que sugiere que la sintesis de Put via ADC esta
regulada principalmente por etileno mediante la estimulacion de la actividad de ACO en la
ZA del fruto (Gil-Amado y cols. 2011). Ademas, el CoCl; aument6 las cantidades de Spd y
Spm en la ZA del fruto mediante el aumento de la actividad de SAMDC lo que resulta en un
aumento del fluyjo de SAM. Sin embargo, el etileno exégeno disminuyd la actividad de

SAMDC asi como la expresion del gen 0eSAMDC1 (Gil-Amado y cols. 2011).
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Figura 2. Integracién de los mecanismos de abscisién de frutos. El etileno juega un papel fundamental en
facilitar la abscisién de frutos. La auxina y el etileno mantienen un equilibrio importante en la zona de
abscisién mediante mecanismos de feedback reguladores. Un segundo mecanismo de abscisién de frutos se
produce por escasez de azucares, lo que eleva el contenido en ABA. ABA y etileno son sinérgicos en cuando a
abscisién de frutos. La relacién entre las rutas de biosintesis de etileno y PA, los cuales coordinadamente
controlan la abscisién de frutos, se ajusta por SAMDC. El jasmonato lleva a la abscision de frutos a través de un
mecanismo independiente de etileno. AIA, ABA, GA, PAs y sacarosa se han sugerido como moléculas
directamente involucradas en regular la abscision de frutos (Adaptado de Xie y cols., 2013).
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También se ha observado que la aplicacion de etileno exdgeno provoca el aumento de Put
y disminuye la cantidad de otras PAs conjugadas, mientras que la inhibicién del etileno
provoca su aumento. Ademdas se observd que la Spd provoca la represiéon de genes
relacionados con la sintesis de etileno (Gil-Amado y Gomez-Jimenez, 2013). Dado que las
rutas biosintéticas de etileno y PA estan relacionadas a través de SAM, se observo que la
relacion antagoénica entre etileno y PAs esta principalmente regulada por la actividad de
SAMDC (Gil-Amado y cols. 2011) y que todos los factores internos y externos que pueden
afectar a la biosintesis de PAs y etileno tienen gran potencial para alterar la actividad de
SAMDC. Un apoyo adicional para indicar la competicién entre estas dos rutas viene de las
observaciones de que las expresiones de 0eACS2 y OeEIL2 se encuentran bajo control
negativo de Spd mientras que etileno exdgeno induce su expresion durante la abscision de

fruto maduro en olivo (Parra-Lobato y Gomez-]Jimenez 2011).

1.1.3.2. Degradacion de la pared celular

Los compuestos de la pared celular en la ZA, tales como la celulosa y la pectina, tienen que
ser degradados antes de la abscision del fruto. Esta es la etapa final del desarrollo de este
proceso, y esta caracterizado por incrementos de expresion génica y actividad enzimatica
de hidrolasas de pared celular incluyendo PGs, Endo-1,4-3-D-glucanasa (EG), B-
galactosiadasa, expansina, y pectato liasa (Wu y Burns, 2004, Zhu y cols., 2011, Tsuchiya y
cols.,, 2015). De estas hidrolasas de pared celular, PG y EG son las principales enzimas
implicadas en la abscisién de frutos en muchas especies. Estas enzimas se encuentran
directamente reguladas por el etileno (Kazokas y Burns 1998, Li y cols. 2010, Gil-Amado y
Gomez-Jimenez, 2011, Ito y Nakano, 2015). Sin embargo, no hay informacion disponible
sobre si otras hormonas, azlcares, PAs, y otros metabolitos también participan en su

regulacion.

PGs y EGs han sido aisladas y caracterizadas y parecen pertenecer a una familia
multigénica. Por ejemplo, en manzana, solo un miembro de la familia génica PG, MdPG2
(pero no MdPG1) estd asociado con la abscisién en fructificacion (Li y Yuan 2008, Zhu et al.
2008, 2011); de manera similar, solo MdEG1, un miembro de MdEGs, participa en la
abscision de frutos. La expresion de MdPG2 puede ser aumentada por NAA en la ZA en
fructificaciéon pero es inhibido en la ZA del fruto maduro (Zhu et al, 2008). Quizas, la
diversificacién en la funciéon de los miembros de la familia génica concuerda con la
demanda de regulacion espacial y/o temporal haciendo a las plantas mas adecuadas para

sobrevivir.
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1.2. Maduracion del fruto

Los frutos son una caracteristica distintiva de Angiospermas, presentan una gran
diversidad existiendo en un gran nimero de formas y tamafios. El fruto ancestral, seco y
dehiscente, surgié probablemente en el periodo Cretacico Inferior, mientras que los frutos
carnosos aparecieron en el Cretacico mas tardio o en el Cenozoico temprano (Eriksson y
cols., 2000). La evolucién de los frutos desde las formas secas dehiscentes hasta frutos
como las drupas o las bayas carnosas esta relacionada con el aumento de los vertebrados,
principales agentes de dispersion de semillas (Knapp, 2002). La maduracién de frutos es
un proceso del desarrollo complejo, altamente coordinado. En la madurez, los frutos secos
presentan un pericarpo seco (Simpson, 2011). En frutos carnosos, la maduraciéon resulta
en la produccidn de un pericarpo carnoso, aromatico y blando, atractivo para los animales,
lo que facilita la dispersion de sus semillas (Giovannoni, 2001). El atractivo de los frutos
carnosos se origina en importantes modificaciones citoldgicas en el tejido parenquimatico
durante la maduracién, incluyendo degradacion de clorofila, acumulacién de carotenoides
y flavonoides, desarrollo de aroma y sabor y ablandamiento de la pulpa (Rodriguez y cols.,
2013). Los frutos son una importante fuente de compuestos nutritivos, ya que contienen

minerales, vitaminas, fibra y antioxidantes beneficiosos para los seres humanos.

Desde un punto de vista agrondémico, el valor nutricional, el sabor y la vida util determinan
la calidad de los frutos. Como se ha mencionado anteriormente, los principales cambios
asociados con la maduraciéon incluyen un cambio de color (pérdida de color verde e
incremento en pigmentos no fotosintéticos que varian dependiendo de las especies y los
cultivares), firmeza (ablandamiento causado por degradacién de la pared celular y
alteracidén de las propiedades de la cuticula), sabor (incremento en azicar y disminucién
de acidos organicos), y aroma (produccién de compuestos volatiles que proporcionan el
aroma caracteristico). Las herramientas analiticas que permiten un fenotipado exhaustivo
a nivel del transcriptoma (Alba y cols., 2005; Vriezen y cols., 2008; Matas y cols.,, 2011;
Rohrmann y cols., 2011; Ye y cols., 2015), proteoma (Lee y cols., 2004; Rose y cols., 2004;
Saravanan y Rose, 2004; Zheng y cols., 2013) y metaboloma (Fait y cols., 2008; Lombardo
y cols.,, 2011; Ye y cols., 20) facilitan una visiéon en conjunto de la red metabolica (Carrari y
cols., 2006; Deluc y cols., 2007; Grimplet y cols., 2007; Enfissi y cols., 2010; Zamboni y
cols., 2010; Osorio y cols., 2011; Rohrmann y cols., 2011; Lee y cols., 2012; Pan y cols,,
2013); estos analisis estdn comenzando a producir un conocimiento detallado de la

regulacion de los sistemas que subyacen al desarrollo de frutos.
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1.2.1. Regulaciéon hormonal y transcripcional de la maduracién

Segun su tipo de maduracidn, existen dos tipos de frutos, climatéricos y no climatéricos.
En climatéricos como manzana, platano, tomate y aguacate, se da un repentino aumento
en la respiracion al comienzo de la maduracién, la cual estd acompafiada por sintesis
autocatalitica de etileno (Giovannoni, 2004). Por el contrario, existe una minima o casi
inexistente produccidn de etileno en la maduracién de frutos no climatéricos como la uva,
citricos, fresa o pifia (Giovannoni, 2004). Sin embargo, hay muchas caracteristicas de la
maduracién de frutos que son comunes a ambos tipos, indicando que existe un
solapamiento en los mecanismos moleculares que subyacen al proceso de maduracion, a
pesar de las diferencias en la respiracion y la produccidn de etileno (Saladié y cols., 2015).

La sintesis de etileno en frutos climatéricos es esencial para la maduracién normal del
fruto y el bloqueo tanto de la sintesis como de la percepcién de esta hormona impide la
maduracién (Hamilton y cols., 1990; Oeller y cols., 1991; Rottmann y cols., 1991; Barry y
cols, 1996). Los estudios realizados sobre la regulacién transcripcional durante el
desarrollo del carpelo y el fruto se centraron primero en las silicuas dehiscentes de la
planta modelo Arabidopsis thaliana (Liljegren y cols., 2000; Dinneny y cols., 2005). Estos
estudios aclararon el papel de algunos factores de transcripcion MADS-box en la
especificidad de tejido y el mecanismo de dehiscencia. Entre ellos, los genes redundantes
SHATTERPROOF 1/2 (SHP, miembros de la subfamilia AGAMOUS) que especifican los
margenes de las valvas en la silicua. Cuando este gen es mutado, los frutos se vuelven
indehiscentes. Sin embargo, a pesar de las notables diferencias entre los frutos secos y
carnosos, sucesivos estudios, principalmente centrados en tomate, han mostrado la
participacion en la regulacién de la maduracion de varios ortélogos de estos genes MADS-
box previamente caracterizados en Arabidopsis (Pnueli y cols., 1994; Itkin y cols.,, 2009;

Vrebalov y cols., 2009; Giménez y cols., 2010; Bemer y cols., 2012, Saladié y cols., 2015).

Actualmente estd claro que una parte de las redes de regulaciéon esenciales para el
desarrollo del fruto han sido conservadas durante la evoluciéon de los frutos carnosos
(Smaczniak y cols., 2012; Seymour y cols., 2013). Importantes avances en la comprension
de los mecanismos que regulan la maduracion han provenido de la caracterizacion de
mutantes de tomate monogénicos: ripening-inhibitor (rin), non-ripening (nor) colorless
non-ripening (Cnr), green-ripe (Gr), green flesh (gf), high pigment 1 (hp1), high pigment 2
(hp2), y never-ripe (Nr; Lanahan y cols., 1994; Mustilli y cols., 1999; Vrebalov y cols., 2002;
Liuy cols., 2004; Barry y Giovannoni, 2006; Manning y cols., 2006; Barry y cols., 2008).
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El mutante rin codifica una proteina MADS-box parcialmente eliminada de la subfamilia
SEPALLATA (SEP4; Hileman y cols., 2006), mientras que la mutacién Cnr consiste en un
cambio epigenético que altera la metilacién del promotor de la proteina SQUAMOSA
PROMOTOR BINDING (SPB), NOR es un miembro de la familia de factores de transcripcion
NAC-domain (Giovannoni, 2007). Un estudio en el cual se combinaron andlisis de
transcriptoma, proteoma y de metabolitos especificos durante el desarrollo y la
maduracién de mutantes nor y rin ha ayudado a aclarar la expresion regulada por etileno
de genes corriente abajo y arrojo6 luz al conocimiento de esta hormona en la regulacién de
proteinas y metabolitos en la maduraciéon de tomate (Osorio y cols., 2011). Estos datos
apoyaron la perspectiva de que nor y rin actdan juntos en una cascada de transduccién de
sefiales para controlar la maduracién (Giovannoni y cols., 1995; Thompson y cols., 1999) y
también sugirieron que nor tiene un efecto mas global sobre la expresién génica
relacionada con el etileno y la maduracion que rin, lo cual indica que NOR probablemente
opere corriente arriba de RIN. Recientemente, a través de una aproximacién combinada
basada en inmunoprecipitacién de cromatina y andlisis de transcriptoma, se han
proporcionado evidencias de que RIN interacttia con los promotores de mas de 200 genes,
modulando la expresion de sus dianas activandolas o reprimiéndolas. Los genes diana de
RIN son reguladores principales del control de la maduracién tales como CNR y NOR, o
pertenecen (Martel y cols., 2011) a rutas conocidas que son activas durante la transicion
de los frutos verdes a maduros (ej: acumulacién de carotenoidos, degradacién de clorofila,
y sintesis y percepciéon de etileno; Fujisawa y cols.,, 2013). Recientemente, ha sido
observado que genes relacionados con el metabolismo, regulados por RIN, presentan una

secuencia en su promotor conocida como CarG box (Irfan y cols., 2014).

En frutos no climatéricos como el pimiento, algunos cultivares parecen ser insensibles a
etileno, mientras que otros cultivares tratados con etileno exégeno fueron capaz de
estimular la expresion de genes especificos de maduracién (Armitage, 1989; Ferrarese y
cols., 1995; Harpster y cols., 1997; El-Kereamy y cols., 2003). En fresa, la cual ha emergido
como modelo principal de maduracién no climatérica, el etileno es relativamente alto en
frutos verdes, desciende en los frutos blancos y finalmente se incrementa de nuevo en la
etapa roja de la maduracién (Perkins-Veazie y cols., 1996; lannetta y cols., 2006). Este
ultimo ascenso estd acompafiado por un nivel mas elevado de respiraciéon que recuerda al
producido en frutos climatéricos al comienzo de la maduracién (Iannetta y cols., 2006).
Para entender mejor la funcién del etileno durante la maduraciéon de la fresa han sido
utilizados diferentes aproximaciones. La aplicacién externa de etileno provocéd la

disminuciéon de muchos genes relacionados con pared celular, tales como 3-galactosidasa,
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pectinmetilesterasa, o (-xilosidasa (Trainotti y cols, 2001; Castillejo y cols., 2004;
Bustamante y cols., 2009), mientras que la expresidn de otros genes tales como expansina,
FaEXP2 (Civello y cols., 1999) era insensible a etileno. Recientes estudios a niveles
transcriptomico y metabolémico en frutos de fresas transgénicas con sensibilidad
reducida a etileno indican que la accién del etileno es necesaria para un desarrollo normal
del fruto, actuando de manera diferente en las dos partes del fruto de fresa, los aquenios y
el receptaculo (Merchante y cols., 2013). Estos resultados muestran que, aunque no es tan
relevante como en frutos climatéricos, el etileno podria sin embargo participar en la

maduracién de fresas.

Estudios comparativos de transcriptoma y metaboloma durante los procesos de
maduracién de frutos climatéricos y no climatéricos (tomate y pimiento respectivamente)
sugieren que ambas especies tienen componentes similares de sefializacién mediados por
etileno (Osorio y cols., 2013). En pimiento, la regulacién de estos genes es, sin embargo,
claramente diferente y podria reflejar una sensibilidad alterada a etileno u otros
reguladores diferentes al etileno que en tomate (Osorio y cols., 2012). A diferencia de la
situacion descrita en tomate, los genes de biosintesis de etileno 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) sintasa y ACC oxidasa, no estan inducidos en pimiento. Sin embargo, los
genes corriente abajo de la percepcién de etileno, tales como los genes relacionados con
pared celular, el factor 3 de respuesta a etileno (ERF3), y los genes de biosintesis de
carotenoides si estan inducidos durante la maduracién de este fruto (Osorio y cols., 2012).
Otros genes comUnmente regulados entre frutos climatéricos y no climatéricos también
han sido descritos. En fresa, un gen SEPALLATA (SEP1/2; MADS-box) es necesario para un
desarrollo y maduracion correctos (Seymour y cols., 2011). Similarmente, en banana, la
cual es clasificada como fruto climatérico, el gen MADS-box SEP3 también muestra una
expresion relacionada con la maduraciéon (Elitzur y cols., 2010). En manzana, la expresion
del gen MADS2 también estd asociada con la firmeza del fruto (Cevik y cols., 2010),
mientras que en arandano, el ortélogo SQUAMOSA MADS-box del gen TDR4 de tomate,
participa en la regulacion de la biosintesis de antocianina (Jaakola y cols., 2010; Fig 3)
Dong y cols.,, (2014) también han corroborado la participaciéon de un gen SEP en la

maduracion de tomate y pimiento.

-44 -



Introduccion

Regulacion transcripcional
MADS-9, MYB1, MYBAL1 Yy otros reguladores no identificados

Regulacion hormonal Sintesis limitada de
etileno
Auxinas
ABA Giberelinas

! |

Maduracion de frutos
Degradacion de clorofila
Acumulaciénde pigmentos
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Figura 3. Vision general de la regulacién de la maduracion en frutos no climatéricos (Adaptado de Osorio y
cols., 2013).

El conocimiento actual sobre la participacion de otras hormonas diferentes a etileno en el
desarrollo y maduracién de frutos climatéricos y no climatéricos es limitado. En tomate,
pimiento, banana, melén y fresa, la auxina libre mas abundante, acido 3-indolacético (IAA),
desciende previamente al comienzo de la maduracion (Osorio y cols., 2013).

Esta reduccién estd acompafiada por un incremento de su forma conjugada (IAA-Asp;
Bottcher y cols.,, 2010), el gen IAA aminosintasa (GH3) es el encargado de catalizar la
reacciéon de conjugacién. En tomate, 15 miembros de la familia génica GH3 han sido
descritos, pero solo dos de ellos muestran un patron de expresion asociado con
maduracién (Kumar y cols., 2012). Los frutos de tomate que sobreexpresan el gen de
pimiento GH3 muestran una anticipacién de la maduracién (Liu y cols., 2005), lo cual
concuerda con la visién de que el ratio entre IAA y su forma conjugada podria, mas que el
nivel de IAA por si mismo, contribuir a la regulaciéon temporal de la maduracién (Bottcher
y cols., 2010). En frutos no climatéricos, ningtin regulador del crecimiento parece jugar un
papel andlogo al realizado por el etileno, pero se ha observado que la auxina puede

controlar negativamente la maduracién de algunos frutos no climatéricos.
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En fresa, se ha observado que la expresion de muchos genes especificos de maduracién
puede ser disminuida mediante tratamientos con auxina exégena. También en uva, la
auxina parece jugar un papel negativo en la regulacién de la maduracién ya que
tratamientos con auxina sintética retrasan la expresion de algunos genes relacionados con
maduracién (Davies y cols,, 1997). En tomate se ha encontrado un aumento de expresion
de genes relacionados con la sefializacién de auxina durante la maduracién (Saldié y cols.,
2015), y una regulacion de genes de biosintesis y sefializacién de auxina mediada por RIN

(Kumary cols., 2015)

Como consecuencia del papel de la auxina en el desarrollo y maduracién de algunos frutos
no climatéricos se ha prestado poca atencidn a la posible participacién de otras hormonas
vegetales tales como las giberelinas (GAs). En fresa, ha sido demostrado que la aplicacién
externa de GA3 a frutos en maduracion causo6 un retraso significativo en el desarrollo del
color rojo (Martinez y cols, 1996) y modific6 la expresiéon de genes involucrados en
expansion celular (de la Fuente y cols., 2006) y en desorganizacion de pared celular
(Bustamante y cols., 2009). La expresién de genes relacionados con la biosintesis y
sefializacion de GAs ha sido observada en maduracién de tomate (Kumar y cols., 2015).

En plantas, la fitohormona acido abscisico (ABA) es conocida por estar involucrada en
varios aspectos del crecimiento y desarrollo de plantas asi como en respuestas a estreses
del medio ambiente (Leung y Giraudat, 1998; Finkelstein y Rock, 2002; Himmelbach y
cols, 2003; Hirayama y Shinozaki, 2007). ABA promueve la acumulacién de aztlicar en
frutos carnosos (Yamaki y Asakura, 1991; Kobashi y cols., 1999; Richings y cols., 2000; Pan
y cols, 2005) y participa en la regulacién de maduracién en frutos climatéricos y no
climatéricos (Coombe, 1992; Davies y cols., 1997; Giovannoni, 2001; Rodrigo y cols., 2003;
Zhang y cols., 2009; Sun y cols, 2012). En tomate, la supresion del gen que cataliza el
primer paso de la biosintesis de ABA (NCED1: 9-Cis-EpoxiCarotenoide Dioxigenasa)
resulta en la disminucién de algunos genes de pared celular relacionados con la
maduracién tales como las poligalacturonasas y pectinmetilesterasas, asi como un
incremento en la firmeza y una vida util mas larga (Sun y cols., 2012). En estudios mas
recientes se ha relacionado el tratamiento con ABA exdgeno con la aceleracién de la
maduracién en tomate, ya que regula positivamente muchos genes de importancia en el
proceso (Mou y cols., 2015). Ademas se han encontrado genes que regulan la sintesis y

catabolismo de ABA involucrados también en la maduracién de tomate (Jiy cols., 2014).
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De manera similar, la reducciéon de la expresion de NCED se correlaciona con un retraso en
la maduracién de fresas (Jia y cols., 2011). ABA esta considerado como un inductor de la
maduracién en fresa y uva (Chai y cols., 2011; Jia y cols, 2011). Los mecanismos de la
seflalizacion de esta hormona no son conocidos totalmente, sin embargo, en uva, el analisis
del promotor de GH3 identificé elementos ABRE-like, lo cual podria indicar que el ratio del
contenido ABA/auxina es relacionado con la iniciaciéon de la maduracion (Perkins-Veazie,

1995; Jiang y Joyce, 2003; Bottcher y cols., 2010).

En los ultimos afios, el nivel de conocimiento de los eventos moleculares en los niveles
transcripcionales, bioquimicos, hormonales y de metabolitos que subyacen a la
maduracion en frutos climatéricos y no climatéricos han aumentado considerablemente.
Sin embargo, alin se conoce poco sobre el interruptor que responde a hormonas durante la
transiciéon de fruto inmaduro a maduro. Hasta la fecha, los estudios publicados sobre
regulacion transcripcional y metabdlica son de una baja resoluciéon en cuanto a los niveles
espacial y temporal y restringidos en cuanto a la cobertura de varias entidades
moleculares celulares. Sin embargo, nuevas tecnologias emergentes asi como
herramientas estadisticas mejoradas (Klie y cols., 2011) permitiran mejorar la capacidad
analitica con el objetivo de hacer frente al estudio de la compartimentacién subcelular y
contrastar el comportamiento de diferentes tipos celulares (Caldana y cols., 2012).
Adicionalmente, la disponibilidad de datos de secuencia de genoma de frutos de alta
calidad (Jaillon y cols,, 2007; Shulaev y cols.,, 2011; Tomato Genome Consortium, 2012)
ayudard a nuestra comprension sobre la regulacién genética de desarrollo y maduracién

de frutos.

1.3. Transportadores ABC

Las proteinas ABC (ATP-binding cassette) constituyen una de las familias proteicas mas
numerosas, presentes en todo tipo de organismos, desde procariotas hasta humanos
(Henikoff y cols., 1997). Su funcién principal es el transporte de una gran variedad de
compuestos a través de membranas bioldgicas, aunque algunos miembros de esta familia
ejercen otras funciones. Para el transporte utilizan la energia liberada en la hidrélisis de
ATP. Esto se produce de manera independiente al gradiente del sustrato y los potenciales
de membrana (Kretzschmar y cols., 2011, Andolfo y cols., 2015).

Inicialmente, se pens6 que los transportadores ABC eucariéticos estaban involucrados
exclusivamente en la extrusiéon de compuestos desde el citosol, ya que originalmente

fueron identificados como transportadores que participaban en la detoxificacion celular.
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Estudios posteriores mostraron que los transportadores ABC estan presentes en la
mayoria de membranas celulares y participan en otros procesos diferentes (Nguyen y
cols., 2014). Hasta hace poco, se asumia que las proteinas ABC transportaban los sustratos
unidireccionalmente, sin embargo, descubrimientos posteriores demostraron que al
menos los transportadores ABC de plantas pueden actuar también en direccién opuesta

(Shitan y cols., 2003).

En plantas, las proteinas ABC también fueron identificadas originalmente como
transportadores involucrados en los procesos finales de detoxificaciéon, por ejemplo,
deposicion vacuolar (Martinoia y cols.,, 1993). Desde este descubrimiento, numerosos
estudios han ido demostrando que las funciones de este tipo de transportadores se
extienden mucho mas alla de la detoxificacion (Kretzschmar y cols., 2011; Andolfo y cols,,
2015). Se ha observado frecuentemente que los transportadores ABC estan involucrados
en procesos tan diversos como respuesta a patdgenos, deposicion de lipidos en la
superficie, acumulacién de fitato en semillas, o transporte de las hormonas auxina y acido
abscisico (Kang y cols., 2013). Por tanto, los transportadores ABC juegan un papel
importante en el crecimiento de o6rganos, nutriciéon vegetal, desarrollo de la planta,

respuesta a estreses abidticos y la interaccion de la planta con el medio.

Entre los compuestos que son transportados por estas proteinas se encuentran moléculas
como lipidos, fitohormonas, carboxilatos, metales pesados, catabolitos de clorofila y
conjugados xenobidticos (Andolfo y cols., 2015). La mayoria de miembros caracterizados
en plantas se han encontrado en la membrana plasmatica y el tonoplasto y participan en
secrecion celular y secuestro vacuolar de sustancias. Otros miembros, por el contrario se
han encontrado en membranas mitocondriales, de plastidios y membranas de
peroxisomas, por lo que participarian en procesos diferentes (Kretzschmar y cols., 2011).
Segun su estructura y funcidn, las proteinas pertenecientes a esta familia se clasificaron en
8 familias en humanos: ABCA-ABCH, este tipo de clasificacién se adopt6 posteriormente

para los miembros identificados en plantas (Verrier y cols., 2008).

1.3.1. Estructura

La estructura minima de los miembros pertenecientes a la familia de transportadores ABC
requiere un dominio altamente conservado de unién a nucleétido (NBD - Nucleotide
Binding Domain) y un dominio transmembrana, que estd menos conservado (TMD -

Transmembrane Domain)(Kang y cols., 2011). Dentro del dominio NBD se encuentran los
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motivos Walker A y B que unen la molécula de ATP y loops H y Q para su hidrélisis. El
dominio TMD forma el poro de membrana y sitio de unién al ligando mediante estructuras
a-hélices y ademas, determina la especificidad de sustratos. Un transportador ABC tipico
de unién a membrana contiene cuatro dominios: dos TMDs y dos NBDs que pueden estar
formados a partir de uno o dos genes, conocidos respectivamente como transportadores
heterodimeros u homodimeros (Andolfo y cols., 2015). Los miembros de tamafio completo
estdn organizados de una manera modular, consistiendo en dos dominios TMD
formadores de poro de membrana alternos con dos dominios citosélicos NBD. Los
miembros de medio tamafio, contienen un dominio TMD y otro NBD y forman los dimeros,
que actian como unidades funcionales. En la mayoria de subfamilias (ABCA - ABCD), los
dominios TMD preceden a los NBD, una topologia que es conocida como orientacién hacia
delante, mientras que la opuesta se considera como orientacion reversa, solo presente en

la subfamilia ABCG (Nguyen y cols., 2014).

Una caracteristica comin de las proteinas ABC es la presencia de la denominada como
firma ABC, que contiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
[LIVMFY]S[SG]GX3[RKA][LIVMYA]X[LIVFM][AG]. Esta secuencia consenso es el caso

general aunque también existen algunas excepciones (Rea, 2007).

1.3.2. Clasificacion y subfamilias

Debido a diferencias entre el tamafio de la proteina, la orientacién (organizacién de
dominios) y la secuencia del dominio TMD, los transportadores ABC de plantas se
clasifican actualmente en 8 subfamilias: ABCA-ABCI, exceptuando a la subfamilia ABCH de
la que no se ha encontrado ningiin miembro en plantas (Verrier y cols., 2008). En la figura
4 se presenta un esquema representando las diferentes familias con su estructura y

miembros encontrados en Arabidopsis thaliana.

De manera general, las subfamilias desde ABCA a ABCD se caracterizan por una
orientaciéon hacia delante de sus dominios (TMD-NBD) mientras que la familia ABCG
presenta una orientacion reversa NBD-TMD. Las familias E y F estan formadas por
miembros solubles que solo codifican para NBDs y no para TMD. Por ultimo, los miembros
de la subfamilia ABCI presentan dominios independientes, pudiendo ser dominios NBD u

otros dominios accesorios (Pang y cols., 2013).
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Figura 4. Subfamilias de proteinas ABC, con sus relaciones filogenéticas mas probables y un analisis
filogenético de los dominios NBDs de todas las proteinas ABC de Arabidopsis thaliana

= ABCA:

En Arabidopsis thaliana, esta subfamilia cuenta con 1 miembro de tamafio

completo, AtABCA1 conocido también como AOH (ABCA One Homologue) y 11

miembros de medio tamafio que forman el subgrupo ATH (ABCA Two

Homologue) (Verrier y cols., 2008). La proteina AtABCA1 es el transportador ABC
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de mayor tamafio en esta especie, ya que posee un gran dominio linker. Los
miembros de la subfamilia ABCA atn no han sido caracterizados funcionalmente
aunque se piensa que pueden participar en metabolismo de lipidos como
esteroles (Rea, 2007; Garcia y cols., 2011; Pang y cols., 2013). La localizacién
subcelular de estas proteinas es también desconocida.

ABCB:

El genoma de Arabidopsis codifica para 21 proteinas ABCB de tamafio completo
englobadas en el subgrupo MDR/p-GP (Multidrug Resistance/p-glycoprotein) y
siete de medio tamano, tres de ellas forman el subgrupo ATM (ABC transporter of
the mitocondria), mientras que las cuatro restantes se agrupan dentro del
conjunto TAP (Transporter associated with antigen processing). Hasta la fecha,
todas las proteinas de tamafio completo han sido localizadas en la membrana
plasmatica (Blakeslee y cols., 2007; Rea, 2007; Lee y cols., 2008). Los miembros
del subgrupo ATM han sido localizados en la mitocondria (Rea, 2007), mientras
que dentro del subgrupo TAP se han localizado miembros tanto en cloroplasto
(AtABCB26) como en la membrana vacuolar (AtABCB27) (Ferro y cols., 2010;
Jaquinod y cols.,, 2007). En cuanto a sus funciones, los miembros de tamafio
completo (MDR) estdn asociados con la resistencia multiple a drogas y el
transporte de lipidos en humanos. En plantas han sufrido una gran diversificacién
funcional, y existen evidencias de su participaciéon en el transporte de auxinas,
metabolitos secundarios y xenobidticos (Geisler y Murphy, 2006; Shitan y cols.,
2003; Geisler y cols., 2005; Santelia y cols., 2005; Terasaka y cols., 2005; Yazaki,
2006; Wu y cols.,, 2007; Lewis y cols.,, 2007; Cho y cols.,, 2007). Dentro del
subgrupo ATM encontramos al transportador AtABCB25, el cual es requerido
para el exporte de grupos hierro-azufre desde la matriz mitocondrial (Chen y
cols., 2007). Los miembros del subgrupo TAP atin no han sido caracterizados
funcionalmente en plantas, estos transportadores estan asociados con el
transporte de péptidos y lipido A en otros organismos (Dassa y Bouige, 2001; Rea,
2007; Garcia y cols.,, 2004), también se ha relacionado a AtABCB27 con la
resistencia a aluminio (Larsen y cols., 2007).

ABCC:

Dentro de esta subfamilia solo se encuentran transportadores de tamaifio
completo. Como caracteristica especifica, todos ellos presentan un dominio
transmembrana adicional (TMDO) (Tusnady y cols., 2006; Klein y cols., 2006). La
funcién de este dominio es desconocida en plantas, sin embargo, en algunas

ABCCs de humanos y levaduras se ha observado que estd involucrado en
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sefalizacion (Mason y Michaelis, 2002; Westlake y cols., 2005). La mayoria de las
proteinas ABCC se localizan en la membrana vacuolar (Rea, 2007; Nagy y cols.,
2009), siendo hasta la fecha, los dnicos transportadores ABC encontrados en el
tonoplasto de Arabidopsis. Estudios bioquimicos del secuestro vacuolar de
conjugados de glutatién llevaron al descubrimiento de esta subfamilia de
proteinas, también conocida como MRP (Multidrug resistance associated
protein). Sin embargo, actualmente est4 claro que sus miembros participan en
mas procesos aparte de la detoxificacion (Wanke y cols., 2010), ya que se ha
observado que los transportadores ABCCs de Arabidopsis son activos en el
transporte vacuolar de otros compuestos, incluyendo glucurénidos, y catabolitos
de clorofila, ademas, también se ha observado que confieren resistencia a cadmio
en levaduras (Martinoia y cols., 2002; Klein y cols., 2006). Estudios en maiz han
demostrado también la participacion de miembros de esta subfamilia en la
compartimentacion vacuolar de antocianina y la modulacién del fitato en las
semillas (Goodman y cols., 2004; Shi y cols, 2007). Existen evidencias que
sugieren que las proteinas AtABCC4 y AtABCC5 juegan papeles clave en la
regulacion de los canales i6nicos de la membrana plasmatica de las células de
guarda (Klein y cols., 2006; Suh y cols., 2007). Ademas se ha sugerido que
proteinas ABCC pueden participar en el transporte de sustancias toxicas durante
la respuesta a patégenos (Wanke y cols., 2010).

ABCD:

Esta subfamilia contiene predominantemente proteinas de medio tamafio con
una estructura TMD-NBD, las cuales homodimerizan y heterodimerizan para
formar transportadores asociados con el importe peroxisomal de acidos grasos.
En el genoma de Arabidopsis, se han identificado dos miembros de esta
subfamilia: AtABCD1 y AtABCD2. El primero es requerido para el transporte hacia
el peroxisoma de sustratos para la 3-oxidacion y el ciclo del glioxilato. Mutaciones
en este gen provocan defectos en germinacion y fertilidad (Footitt y cols., 2006;
Footitt y cols.,, 2007; Theodoulou y cols., 2006; Hooks y cols., 2007). Por otra
parte, AtABCD2 codifica para un transportador de medio tamafio que aiin no ha
sido caracterizado (Sanchez-Fernandez y cols., 2001; Theodoulou y cols., 2006).
Recientemente se ha observado que HvABCD1 y HvABCD2 participan en el
metabolismo de acidos grasos, jasmonatos y en la determinacién del tamafio del
grano y revirtieron total y parcialmente los efectos causados por la mutacién de
otra proteinas ABCD de Arabidopsis, lo que sugiere una conservaciéon de la

funcion (Mendiondo y cols., 2014)
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ABCE y ABCF:

Los miembros de estas familias son conocidos como transportadores solubles, ya
que no poseen ningin dominio transmembrana detectable, en cambio presentan
dos dominios NBD (Kang y cols.,, 2011). Es posible que funcionen en otros
procesos distintos al transporte, como es el caso de sus ortélogos de humanos y
levaduras, que participan en el reciclaje de ribosomas y el control transcripcional
(Vazquez de Aldana y cols., 1995; Tyzack y cols., 2000; Braz y cols., 2004; Dong y
cols., 2004; Pisarev y cols., 2010). La subfamilia ABCE estd muy conservada en
arqueobacterias asi como en eucariotas, lo que podria indicar que realizan una
funcién fundamental conservada. Esto concuerda con el papel de un miembro de
esta subfamilia en levaduras, RLI1 (RNase L inhibitor), en la traducciéon de
proteinas, y el hecho de que los homoélogos de este miembro en plantas estan
involucrados en la supresiéon del silenciamiento de ARN (Braz y cols., 2004;
Sarmiento y cols., 2006). Los miembros de plantas de la subfamilia F no han sido
caracterizados funcionalmente, pero en levaduras y humanos contribuyen al
control de la traduccion a través de la activacion de la quinasa elF-2a (Verrier y
cols., 2008).

ABCG:

Se trata de la mayor subfamilia de transportadores ABC. En Arabidopsis contiene
28 proteinas de medio tamafio (WBC - White-brown complex homologue) y 15 de
tamafio completo (PDR - Pleiotropic drug resistance) (Verrier y cols., 2008).
Todos los miembros de la subfamilia ABCG comparten la caracteristica especial
de poseer una organizacion reversa de dominios en su estructura (NBD-TMD)
(Andolfo y cols., 2015). Los genes que codifican proteinas ABCG de tamafio
completo han sido solamente identificados en plantas, hongos, oomicetos, algas
pardas y mohos (Anjard y Loomis, 2002; Tyler y cols., 2006; Cock y cols., 2010).
Todos los transportadores ABCGs de tamafio completo y medio caracterizadas,
exceptuando a AtABCG19, se localizan en la membrana plasmatica (Lee y cols,,
2005; Stein y cols., 2006; McFarlane y cols., 2010; Kang y cols., 2010b; Kuromori y
cols., 2010; Razicka y cols.,, 2010; Choi y cols, 2011). La funcién de los
transportadores WBC era desconocida hasta el descubrimiento de que AtABCG11
(AtWBC11) y AtABCG12 (AtWBC12) son necesarios para exportar lipidos de la
cuticula (Pighin y cols., 2004; Bird y cols., 2007). Andlisis utilizando mutantes de
ambos miembros mostraron que los dos son necesarios para el exporte de
componentes cerosos como los alcanos, mientras que solo AtABCG11 es

requerido para la acumulaciéon normal de cutina en la superficie de la planta
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(Pighin y cols., 2004; Bird y cols., 2007; Luo y cols., 2007; Panikashvili y cols.,
2007; Ukitsu y cols., 2007). Otros miembros presentan funciones diferentes, como
AtABCG19 (AtWBC19) que confiere resistencia a kanamicina, aunque esta funciéon
no es una caracteristica general del subgrupo WBC (Mentewart y Stewart, 2005).
En hongos, los miembros del subgrupo PDR estan involucrados en resistencia a
acidos débiles, drogas, fungicidas y compuestos defensivos vegetales (Crouzet y
cols., 2006). Sus funciones en plantas parecen ser similarmente diversas,
incluyendo resistencia a patogenos, plomo, terpenoides antimicrobianos y
herbicidas auxinicos (Lee y cols., 2005; Kim y cols., 2007; Stein y cols., 2006;
Kobae y cols., 2006; Ito y cols.,, 2006). También se han sugerido papeles en
produccién de compuestos volatiles y en sefalizacién, debido al patron de
expresion de genes PDR en flores y superficie de raices y hojas (Crouzet y cols.,
2006; Sugiyama y cols., 2006).

ABCH:

Esta subfamilia contiene transportadores de medio tamafio, con una
organizaciéon reversa de dominios (NBD-TMD), presentan homologia con
transportadores de procariotas implicados en resistencia a drogas. No ha sido
caracterizado ningin miembro de esta subfamilia en plantas hasta la fecha
(Nguyen y cols., 2014).

ABCI:

Esta subfamilia estd formada por componentes de transportadores
multisubunidad. Las plantas poseen una coleccién de proteinas ABC que
presentan similitudes a los componentes de los transportadores ABC
multisubunidad de procariotas (Kang y cols, 2011). Estos genes de forma
separada codifican para el ndcleo y los dominios accesorios de estos
transportadores. En plantas se ha predicho que muchos de los miembros ABCI
estaban relacionados con la mitocondria y el cloroplasto ya que algunos estan
codificados en su material genético (Verrier y cols., 2008; Shimoni-Shor y cols.,
2010). Algunos de los miembros de la subfamilia ABCI se originaron a partir de
los progenitores endosimbiontes de las mitocondrias y cloroplastos, pero la gran
mayoria se encuentran en el genoma nuclear y poseen los intrones propios de
eucariotas. Esto complic6 al principio su andlisis, ya que algunos componentes
como las subunidades TMD no se reconocen inmediatamente por su secuencia
primaria, haciendo la identificaciéon y agrupamiento de estos transportadores
problematica (Sanchez-Fernandez y cols., 2001). Sin embargo, con la adquisicién

de nuevas pruebas genéticas y a través de comparaciéon con los transportadores
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ABC conocidos de bacterias (Dassa y Bouige, 2001; Garcia y cols., 2004), el listado
de subunidades ABCI de plantas se ha extendido para incluir otros dominios
aparte de NBD y TMD como son los homologos de proteinas solubles citosélicas
que interactian con NBDs, asi como supuestas proteinas de unién a sustrato
similares a las proteinas de unién periplasmatica de bacterias (Pang y cols,,
2013). Ya que aun quedan otras subunidades sin descubrir a las que los
componentes ABC se unen, es probable que la subfamilia ABCI experimente
cambios a medida que vaya apareciendo mas informacién experimental (Verrier y

cols., 2008).

El estudio funcional de los transportadores ABC de plantas avanza rapidamente en la
actualidad. La evidencia de que el transporte mediado por proteinas ABC no solo sirve
para detoxificar aumenta, ya que esta siendo demostrado que este tipo de proteinas son
indispensables para el correcto desarrollo de las plantas, una adecuada interaccién con el
medio ambiente y para procesos metaboélicos basicos (Kang y cols., 2011; Nguyen y cols.,
2014) . No parece haber una clara separacion funcional entre las diferentes subfamilias
aunque es posible trazar algunas lineas generales en cuanto a las preferencias especificas

de sustratos de cada una.

Miembros de la subfamilia ABCB han sido principalmente implicados en el transporte de
acidos organicos a través de la membrana plasmatica y es posible que otros miembros
cumplan funciones similares, como por ejemplo la excreciéon de carboxilatos para
equilibrar el pH del citosol o para acidificar la rizofera. Los compuestos secundarios de
origen terpenoico y compuestos altamente lipofilicos son sustratos generales para
miembros de la subfamilia ABCG. Esto hace pensar si las proteinas ABCG podrian también
mostrar especificidad por otras clases de compuestos secundarios como alcaloides y
flavonoides, lo que podria ser de interés para la industria (Verrier y cols., 2008). La
capacidad de varias familias para secuestrar eficientemente compuestos xenobioticos y
metales pesados es también de interés, ya que podrian ser de gran utilidad para

detoxificar suelos contaminados gracias a la fitorremediacién.

El reciente descubrimiento de que miembros de la subfamilia ABCG participan en el
transporte de ABA indica que quizas la translocacién de otras hormonas aparte de ABA 'y
auxina podrian estar relacionados con mecanismos dependientes de transportadores ABC.

Otros posibles compuestos que podrian ser transportados por miembros de ABCG son la

-55-



Introduccion

estrigolactona, un apocarotenoide estructuralmente relacionado al ABA, y los

brasinoesteroides (Umehara y cols., 2011; Gémez-Roldan y cols., 2008).

1.4. Melon

1.4.1. Generalidades

1.4.1.1. Taxonomia

El melén (Cucumis melo L.) es una especie clasificada dentro de la familia Cucurbitaceae
(orden Violales), que agrupa a 118 géneros y 825 especies en total (Singh, 2007). Dentro
de esta familia también se encuentran otras especies de importancia para el ser humano
como son la calabaza, el calabacin, la sandia y el pepino. El género Cucumis comprende a
32 especies reconocidas y se divide en dos subgéneros: Cucumis, que posee solo dos
especies, el pepino doméstico (Cucumis sativus L.) y el pepino silvestre (C.hystrix
Chakravarty), ambos de origen asiatico, y el subgénero Melo con 30 especies, entre las que

se incluye el meldn cultivado (C. melo L.) de origen africano (Pech y cols., 2007).

1.4.1.2. Caracterizacion botanica

El melén es una planta herbacea anual, presenta un tallo rastrero ramificado, de varios
metros de longitud. Las hojas son alternas, reniformes o cordiformes, anchas y provistas
de un largo peciolo. Las flores, unisexuales y situadas en la axila de las hojas. Primero,
aparecen las de sexo masculino y al cabo de unos diez dias, las de sexo femenino,
alternandose a medida que crece la planta. El fruto es de tipo pepdnide, provisto de
abundantes semillas, con caracteristicas morfoldgicas que difieren de una a otra variedad.
El color de su piel es muy variado, siendo en algunos casos amarillo y en otros, verde o
blanco; a su vez, la superficie de esta piel o cdscara puede ser lisa, reticulada, surcada o

rugosa. Su forma puede ser redonda, oval o aplanada por los polos (Lefiano, 1980).

1.4.1.3.  Origen, distribucion y diversidad

El origen de las especies del subgénero Melo se sitiia en Africa, mientras que el de las
especies del subgénero Cucumis es Asia. La historia y lugar de domesticaciéon no estan
claros actualmente, algunas hipétesis apuntan a una unica domesticacién en Africa

(Whitaker y Davis, 1962), mientras que otras apoyan varias domesticaciones

-56 -



Introduccion

independientes (Esquinas-Alcazar y Gullick, 1983). El lugar de diversificacion primaria fue
el subcontinente indico, desde donde se difundié hacia el este y oeste. Hay indicios de que
el mel6n ya se cultivaba hacia el 2000 A.C. en Egipto, Mesopotamia y China y en el 1000
A.C. en la India.

La diversificacion llevada a cabo por el ser humano ha dado lugar a que el melén sea una
especie muy polimérfica con una gran variabilidad de tipos de frutos. Una clasificacién de
los tipos de melén puede realizarse en base a su tipo de maduracién, que influye

directamente en la calidad postcosecha de los frutos:

* Frutos climatéricos. La maduracion esta sujeta a la produccién de una gran
cantidad de etileno, conocido como “pico de etileno”, este regulador del desarrollo
provoca importantes cambios fisiol6gicos que dan lugar a cambios de coloracioén,
produccidén de aromas intensos y ablandamiento de los frutos. Estos melones
tienen una vida postcosecha corta.

= Frutos no climatéricos, no presentan pico de etileno, aunque dicha molécula
puede ser sintetizada en cantidades menores. Los cambios propios de la
maduracién estdn regulados mediante otras vias. Los frutos no son tan

aromaticos y presentan una vida postcosecha mas larga.

Otro caracter diferencial entre variedades de melon es la expresion del sexo. Hay formas
monoicas, andromonoicas, ginomonoicas y hermafroditas. Desde hace mucho tiempo los
botdnicos han intentado clasificar toda la variabilidad y actualmente hay un consenso
segun el cual la especie C. melo puede dividirse en dos subespecies atendiendo a la
pilosidad del ovario (Jeffrey, 1980): subespecie agrestis y subespecie melo. Una de las
clasificaciones mas completas es la elaborada por Pitrat y cols. (2000) que divide la
especie en 16 grupos de los cuales 5 se agrupan en la subespecie agrestis y 11 en la

subespecie melo (Llacer y cols., 2006)

e Subespecie agrestis
a) Var. conomon. Plantas andromonoicas que producen frutos alargados de piel
lisa, blanca o verde claro y carne firme y blanca, no son dulces, ni aromaticos ni
climatéricos. Se consumen en ensaladas o encurtidos.
b) Var. makuwa. Plantas andromonoicas de frutos achatados, redondos, ovales, o
con forma de pera. Piel lisa blanca, amarilla o verde claro, a veces escriturada.

La carne es blanca, dulce y con poco aroma. Frutos climatéricos.
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Var. chinensis. Plantas andromonoicas con frutos en forma de pera, de color
verde con manchas, carne verde o naranja, sin aroma y con un contenido medio
en azucares. Hay formas climatéricas y no climatéricas.

Var. momordica. Son monoicas. Con frutos que varian desde achatados a
alargados, de piel lisa o ligeramente acostillada que estalla en madurez, no son
dulces y tienen carne blanca y sin aroma, son climatéricos. Se recolectan antes
de la maduracion y se consumen cocidos.

Var. acidulus. Formas monoicas de frutos ovales o elipticos, de piel lisa de color
naranja y a veces con manchas, la carne es blanca muy firme y crujiente, no es

dulce ni tiene aroma. Se consume principalmente cocido.

Subespecie melo

f)

g)

h)

j)

k)

D)

Var. cantalupensis. Normalmente se trata de plantas andromonoicas, pero
también hay algunas formas monoicas. La forma de los frutos varia de
achatados a ligeramente ovales, son acostillados y lisos, de carne dulce y color
salmén, aromaticos y climatéricos.

Var. reticulatus. Se trata de formas andromonoicas que producen frutos
achatados o ligeramente ovales, de piel muy reticulada o sin costillas, y carne
dulce y de color salmén. Aromaticos y climatéricos.

Var. adana. Plantas monoicas de frutos redondeados a alargados, con o sin
costillas, ligeramente reticulados de piel fina y de color anaranjado o crema, la
carne es salmon (a veces blanca) de bajo contenido en azucar y climatéricos.
Var. chandalak. Se trata de un grupo muy polimérfico, andromonoico con frutos
aplastados o redondeados, con o sin costillas, de piel verde o amarilla con o sin
manchas y en ocasiones ligeramente escriturada, la carne es blanca o verde con
poco aroma y alto contenido en azlcares, son climatéricos.

Var. ameri. Plantas andromonoicas con frutos ovales de color amarillo o verde
claro, a veces con manchas y ligeramente escriturados. La carne es blanca (en
ocasiones salmdén), con poco aroma y alto contenido en azudcares. Climatéricos.
Var. inodorus. Son plantas andromonoicas con frutos que van de redondeados a
elipticos, de un color que varia del blanco al verde oscuro uniforme o con
manchas, con frecuencia la piel es rugosa con o sin costillas, la carne es blanca y
jugosa, sin aroma y no climatéricos. Son tardios y se caracterizan por una
buena conservacion.

Var. flexuosus. Son formas monoicas que producen frutos muy largos (mas de

6 veces mas largos que anchos) de piel verde claro, o con bandas verde claro /
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verde oscuro, acostillados o rugosos. El fruto maduro no es dulce, la carne es
blanca y son climatéricos. Se suelen consumir los frutos inmaduros como
pepino.

m) Var. chate. Son monoicos, aunque hay también algunas formas andromonoicas.
Los frutos son muy similares a los de la variedad flexuosus pero mas cortos.
También se consumen como pepinos los frutos jovenes. La carne es blanca o
anaranjada y son climatéricos.

n) Var. tibish. Son andromonoicos con frutos ovales, pequefios de piel verde claro
y franjas verde oscuro, la carne es blanca y firme, no son dulces ni tienen
aroma. Se colectan antes de la madurez y se consumen crudos como pepino.

0) Var. dudaim. Plantas andromonoicas con frutos pequefios de forma ligeramente
oval, de piel amarilla con bandas oscuras, aroma fuerte y tipico, poco carnosos
y de carna blanca, no son dulces, climatéricos. Se cultivan como ornamentales o
aromaticos.

p) Var. chito. Pueden ser monoicos o andromonoicos, con frutos esféricos y muy
pequenos de piel amarilla, poca carne y blanca. No son dulces ni tienen aroma.

No se cultivan.

1.4.1.4. Importancia econémica

En los paises occidentales, los tipos de melén mas comerciales se encuentran dentro de las
variedades inodorus, reticulatus y cantalupensis. Los mas importantes en cuanto a
produccién mundial son los tipos Cantaloup (cantalupensis y reticulatus) y Honeydew
(inodorus). En Europa son especialmente importantes los Galia y los Charentais
(cantalupensis y reticulatus). En Espafia los mas populares son los melones inodorus como

los tipos Piel de Sapo, Rochet, Tendral o Amarillo.

En general, la familia Cucurbitaceae es de gran importancia econdmica debido al cultivo de
muchos de sus miembros, siendo los mas cultivados la sandia [Citrullus lanatus (Thunb.
Matsum. & Nakai)] el pepino (Cucumber sativus var. sativus L.) y el melén (Cucumis melo

L.) (FAO, 2014).
El melén es un importante cultivo con una produccién anual mundial de 29,5 millones de

toneladas métricas. Los mayores productores son China, Iran, Turquia, Egipto y Estados

Unidos, que producen el 68% del total, (FAO, 2013). En Espafia, el area destinada a su
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cultivo fue de 27.500 ha lo que llevé a la produccion de 857 mil toneladas en 2013 (FAO,

2013).

1.4.1.5.

Caracteristicas y propiedades nutricionales

El compuesto mayoritario de la pulpa de meldn es el agua, que llega a alcanzar mas del

90% del peso total. El segundo tipo de compuesto mas importante son los carbohidratos

que pueden suponer un 9% del peso total. También se encuentran en cantidades

apreciables acidos grasos como el 4cido miristico, ademds de pequeiias cantidades de

vitaminas, minerales y otros compuestos (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién media en 100g de materia fresca de pulpa de meldn en variedades “Cantaloupe” y
“Honey Dew” (Adaptado de Gémez-Guillamoén y Alvarez, 2001)

1.4.1.6.

Componente Cantaloupe Honey Dew
Agua 91% 91%
Proteinas 0,9g 0,8g
Lipidos 0,1g 0,3g
Glicidos 7,2g 7,7g
Fibra 0,4g 0,6g

Ca 14mg 14mg
P 16mg 16mg
Na 12mg 12mg
Mg 7,7mg 6,7mg
K 251mg 251mg
Fe 0,3mg 0,1mg
Vitamina A 3000IU 401U
Vitamina C 23mg 23mg
Vitamina Bg 0,07mg 0,09mg
Tiamina 0,03mg 0,04mg
Riboflavina 0,03mg 0,03mg
Niacina 0,5mg 0,6mg
Ac. Pantoténico 0,23mg 0,21mg
Ac. Félico 3mg -

Calidad poscosecha

La mayoria de los melones consumidos en nuestro pais pertenecen a las variedades

botanicas cantalupensis (Galia, Charentais) e inodorus (Piel de Sapo, Tendral). Estas
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variedades difieren en su proceso de maduracion. Los frutos del primer grupo muestran
una maduracién climatérica, con un aumento de la respiraciéon asociada a un rapido
incremento de la producciéon de etileno. Por el contrario, los frutos de la variedad inodorus
se comportan como no climatéricos, no se produce el aumento de la respiracion ni el pico
de etileno. Esta diferencia en el tipo de maduraciéon da lugar a diferencias entre los
cultivares climatéricos y no climatéricos. Asi, cuando los frutos climatéricos alcanzan la
etapa de maduracion se produce cambio de color, produccidon de aromas, ablandamiento y
se modifica la textura. Como consecuencia, aumenta la susceptibilidad a patégenos siendo
su vida poscosecha corta. En los frutos no climatéricos estos cambios no se producen de
manera tan rapida por lo que presentan una vida poscosecha mas larga. Estas diferencias
en el proceso de maduraciéon influyen en la aceptacion de las variedades en el mercado: los
melones inodorus no son tan bien aceptados debido a su falta de aroma y color, por otro
lado, las variedades climatéricas presentan el problema de su corta vida postcosecha

(Llacery cols., 2006).

1.4.2. Maduracidon y abscision del fruto en melén

La mayoria de los estudios recientes en maduracién de frutos climatéricos han sido
llevados a cabo usando el tomate como fruto modelo debido a su relativo pequefio
genoma, la existencia de mutantes del desarrollo bien caracterizados, disponibilidad de
herramientas genémicas, simplicidad de transformacién genética y un ciclo de vida
relativamente corto. El melén, aunque posee algunas caracteristicas menos favorables,
tiene algunas ventajas sobre el tomate en lo que comprende a genotipos climatéricos y no
climatéricos. Ademas, se han generados melones en los cuales la produccién de etileno ha
sido casi totalmente eliminada a través de la inhibicién de genes de su biosintesis (Ayub y
cols.,, 1996). En estas condiciones, el melén ha demostrado ser util para realizar estudios
genéticos dedicados a entender la herencia de los caracteres climatéricos y a discriminar

entre la regulacion dependiente e independiente de etileno (Pech y cols., 2008).

1.4.2.1. Etileno y tasa de maduracion

Los fenotipos tipicos de melones climatéricos, como Cucumis melo var cantalupensis,
tienen una rapida tasa de maduracién y una corta vida util. Por otra parte, los melones no
climatéricos, como Cucumis melo var inodorus, incapaces de producir etileno
autocatalitico, generalmente tienen una lenta tasa de maduracion asociada con una larga

vida util. Los hibridos del tipo Charentais cantalupensis con un genotipo no caracterizado
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de Charentais que no madura han llevado a la generaciéon de melones con una vida util
media o larga (Pech y cols.,, 2008). Las caracteristicas de las lineas parentales que no
maduran y sus hibridos no han sido estudiadas en términos de biosintesis de etileno o
sensibilidad existiendo solo datos sobre la produccion de volatiles aromaticos, los cuales
se reducen en las variedades de larga vida util (Aubert y Bourger, 2004). Sin embargo, por
cribado de diferentes melones cantaloupes, Zheng y Wolff (2000) se encontré correlacion

entre la produccién de etileno y el deterioro post-cosecha.

Ademas, usando sondas de cDNA de ACO, fueron capaces de demostrar que una baja
produccién de etileno estaba asociada con la presencia de un alelo ACO: Ao RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), mientras que la produccion elevada de
etileno estaba asociada con el alelo Bo en condiciones de homocigosis (Zheng y Wolff,
2002). En otras especies de frutos, tales como la manzana, también se ha establecido que
la baja produccién de etileno estaba correlacionada con una larga vida util (Gussman et al.,
2003). Han sido descritos dos sistemas de produccién de etileno: el primero produce bajos
niveles de etileno, estd presente durante la maduracion de frutos no climatéricos y
también precede al aumento de respiracién en frutos climatéricos. Por el contrario, el
sistema 2 es responsable de la produccion autocatalitica de etileno y opera, por tanto, en
frutos climatéricos (Pech y cols., 2012). Cada sistema es regulado de manera diferente,
mientras que el primero presenta una regulacién auto inhibitoria por etileno, el sistema 2
se caracteriza por un feedback positivo, lo que concuerda con la produccién autocatalitica

de etileno (Pech y cols., 2012).

1.4.2.2. Control biotecnolégico de la produccion de etileno en melén

Aunque la transformacion genética de meldn no es tan sencilla como la de tomate, muchos
articulos informan sobre el control exitoso de la produccién de etileno en meldn a través
de la biotecnologia. Por ejemplo, ha sido posible transformar melones Cantaloupe
Charentais (cv Védrantais) con un constructo antisentido de cDNA de una ACC oxidasa
controlado por el promotor S35 (Ayub y cols., 1996). Una de las lineas antisentido
generadas mostré una reduccién de la produccion de etileno de mas del 99,5% lo cual
resulté en un gran efecto sobre el proceso de maduracién (Guis y cols., 1997).
Posteriormente se observd que aplicando bajas cantidades de etileno (2,5 - 5 pL/L) a
melones ACO antisentido se restauraba el fenotipo de maduracién original (Flores y cols.,

2001).
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Un trabajo similar en la misma variedad de mel6on Cantaloupe Charentais, Védrantais, ha
sido llevado a cabo usando un constructo antisentido de un gen de ACC oxidasa de
manzana. Esto provocé una gran reduccion de la produccion de etileno y un gran efecto en
la maduracién del fruto (Silva y cols., 2004). Reducir la produccién de etileno ha sido
logrado también por expresion de la enzima SAMasa (T3 bacteriophage S-
adenosylmethionine hydrolase) bajo el control de un promotor quimera especifico del
fruto en cantaloupes de tipo americano (Clendennen, 1997). Mediante la catalizacion de la
degradacion de SAM, un precursor de la sintesis de etileno, los melones que expresaban
SAMasa producian un 75% menos de etileno que los frutos control. Sin embargo, la
inhibicién de la produccion de etileno no era suficiente para cambiar significativamente la
maduracion y el comportamiento post-cosecha. Uno de los pocos efectos del transgen fue
un retraso en la formacién de la zona de abscisidn. La transformacion de la linea parental
Krimka del meldn tipo Galia con un gen antisentido de ACO resulté en una fuerte
reduccion de la actividad ACC oxidasa y produccidn de etileno provocando un retraso en el

ablandamiento de la pulpa y en el amarilleamiento de la piel (Nunez-Palenius, 2007).

1.4.2.3. Evidencias de rutas de maduracion dependiente e independiente de

etileno y expresion génica

La generacion de frutos transgénicos con produccién reducida de etileno ha aportado una
util herramienta para estudiar los aspectos de la maduraciéon que son dependientes o
independientes de etileno (Pech y cols., 2008). Algunas rutas de maduraciéon, como las
responsables de la coloracién de la pulpa y la acumulacién de aztcares y acidos organicos,
no fueron afectadas por una supresiéon de etileno (Pech y cols., 2012). El contenido en
azucar incluso podria ser mayor ya que los frutos ACO antisentido podrian seguir unidos a
la planta mayor tiempo sin abscision o riesgo de sobremaduracién. El ablandamiento de la
pulpa no se inhibi6 totalmente por la supresion de etileno, lo que indica que es
parcialmente independiente de etileno (Guis y cols., 1997) Observaciones similares fueron
realizadas en melones Charentais transformados con ACO antinsentido de manzana (Silva
y cols. 2004). Ademas, los eventos dependientes de etileno del proceso de maduracién
mostraron diferentes sensibilidades al etileno (Flores y cols., 2001). El nivel umbral para
el desverdecimiento de la corteza es 1 ppm, mientras que 2,5 ppm son requeridas para
activar el componente dependiente de etileno del proceso de ablandamiento. El nivel de
saturacion de etileno para todos estos procesos es menor que 5 ppm, lo cual es mucho mas
bajo que las concentraciones internas de etileno encontradas en los frutos en el pico

climatérico (alrededor de 100 ppm) (Pech y cols., 2012). Los melones etileno suprimidos
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no producen compuestos aromaticos debido a la inhibicién de la mayoria de los pasos de

la ruta de biosintesis que lleva a la produccién de ésteres volatiles (Flores y cols., 2002).

La separacion del fruto influencia el desarrollo del climaterio respiratorio (Bower y cols.,
2002). Los frutos que quedan unidos a la planta, aunque producen mayores niveles de
etileno, exhiben un aumento climatérico reducido en respiraciéon al compararlos con los
frutos sueltos. La respuesta de los frutos ACO al etileno exdgeno, en relaciéon a la
respiracion, es mayor en los frutos unidos que en los sueltos. Se ha observado que los
melones ACO antinsentido muestran una tolerancia aumentada a bajas temperaturas
durante y tras el almacenamiento a 29C, al compararlos con los de tipo silvestre (Ben
Amor y cols., 1999). La existencia de rutas dependientes e independientes de etileno fue
confirmado posteriormente a nivel molecular mediante andlisis comparativos de
expresion génica entre melones silvestre y ACO antisentido (Hadfield y cols., 2000). Este
estudio identificd un conjunto de genes cuya expresion no cambiaba y otras dos categorias
de genes cuya expresion aumentaba o disminuia mediante la supresién de etileno,
indicando claramente que tanto rutas dependientes como independientes de etileno

pueden coexistir en frutos climatéricos (Fig. 5).

REGULACION DE LA MADURACION CLIMATERICA EN MELON
.4 d
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Figura 5. Esquema general que muestra la presencia de procesos dependientes e independientes de etileno en
la maduracién del fruto de melén. (RESP: respiracién; CLIM: climatérica; Autocat: regulacién autocatalitica)
(Adaptado de Pech et al,, 2008).
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Una conclusién importante que emerge de estas aproximaciones experimentales es que
solo la drastica inhibicién de la sintesis de etileno (>99%) consigue producir alteraciones
significantes en el proceso de maduraciéon (Pech y cols., 2012). Estos frutos fuertemente
inhibidos en su produccion de etileno podrian ser el origen de nuevas técnicas poscosecha,
ya que podrian ser cosechados a un desarrollo completo sin riesgo de sobremaduracién,

almacenados, y provocar u maduracién usando etileno exdgeno (Pech y cols., 2012).

Sobre la expresion génica, Hadfield y cols. (2000) han aislado 16 cDNAs cuya abundancia
esta regulada durante la maduraciéon de melones Charentais, la mayoria de ellos siendo
especificos del fruto. Al examinar los frutos antisentido ACO, tres patrones diferentes de
acumulacion de mRNA fueron observados. Un grupo de cDNA correspondia a mRNAs cuya
abundancia fue reducida en frutos transgénicos pero inducible en tratamientos de etileno.
Un segundo grupo no fue significativamente alterado en los frutos transgénicos y no fue
afectado por el tratamiento con etileno, lo que indicaba que estos genes estan regulados
por sefiales de desarrollo independientes de etileno. El tercer y mayor grupo mostré un
patron de expresion inesperado, con mRNAs reducidos en el fruto transgénico y
permaneciendo bajo tras la exposicién a etileno. La regulacién de este tercer grupo de
genes parece, por tanto, ser independiente de etileno pero podria estar regulado por otros
factores que requieren etileno en una etapa concreta del desarrollo. Estos datos
demostraron que ambas rutas existen para la regulaciéon de genes relacionados con

maduracion en frutos climatéricos (Pech y cols., 2008).
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha sido obtener informacidn sobre el proceso de abscisiéon
del fruto maduro en Cucumis melo L. Para ello, se trazaron los siguientes objetivos

especificos:

1. Secuenciacion masiva del transcriptoma de la zona de abscisién tras la activacion del

proceso de abscisién del fruto maduro.

2. Analizar la expresion génica de la zona de abscisidn tras la activacién del proceso de

abscision del fruto maduro.

3. Identificar, clonar y caracterizar las proteinas ABC de melén.

-69 -



Introduccion

-70 -



Introduccion

Material vy métodos




Introduccion



Material y métodos

3.1. MATERIAL

3.1.1. Material vegetal

Flores de melén Charentais (C. melo var. Cantalupensis Naud, “Vedrantais”) fueron
etiquetadas el dia de su polinizacion y, posteriormente, se recolectaron las muestras de la
ZA del fruto en diferentes etapas de la induccién de la abscisién de fruto maduro,
concretamente, a 36 dias post-antesis (DPA), ZA del fruto en fase de pre-separacion
celular; a 38 DPA, ZA del fruto en fase de separacién celular parcial; y a 40 DPA, ZA del
fruto con una separacion celular casi completa y colapso celular. La abscision de frutos
“Vedrantais” se observo a 42 DPA. Las ZAs del fruto, localizadas entre el pedicelo y el fruto,
fueron aisladas a partir de secciones longitudinales, mediante cortes a 1 mm sobre los
lados proximal y distal del plano de fractura de la abscision. Los cortes de la ZA del fruto
que contenian tejidos del mesocarpo o pedicelo/caliz fueron descartados. Asi, la posible
contaminacion fue reducida al nivel minimo y, por tanto, los datos obtenidos
corresponden a la ZA y no al fruto. Las ZAs recién aisladas fueron inmediatamente

congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -802C para el aislamiento de ARN.

Se recolectaron muestras de pulpa de frutos de meldén silvestre asi como muestras de
pulpa de frutos de meldn que poseen un constructo antisentido de la enzima ACC oxidasa
(Ayub et al,, 1996). Ambas muestras se recogieron en diferentes momentos de la inducciéon
de abscisidn, concretamente a 35, 37 y 40 DPA. También se recogieron muestras de tallo,
hojas, y flores masculinas. Todas las muestras fueron congeladas inmediatamente en

nitrégeno liquido y almacenadas a -802C.

Para el estudio poscosecha, los frutos de meldn silvestre se recolectaron a 40 DPA.
Posteriormente, un grupo de frutos se mantuvo otros 20 dias a temperatura ambiente y un
segundo grupo se mantuvo 20 dias a 4°C, transcurrido ese tiempo, las muestras se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.



3.2. METODOS

3.2.1. Caracterizacion morfologica

3.2.1.1. Microscopia dptica

Mediante microscopia dptica se observaron secciones longitudinales de la ZA del fruto de
melén Védrantais a 36 y 38 DPA. Para ello, el material fue cortado en secciones de unos 10
um de espesor y fueron tenidas con azul de toluidina para observar las estructuras

celulares y con fluoroglucinol para observar la deposicidn de lignina en la ZA.

3.2.1.2. Tincion con azul de toluidina

Previamente a la tincion, el material fue desparafinado e hidratado. Para ello, se realizaron
los siguientes tratamientos: primero, un cambio a xilol durante un minuto, y
posteriormente, para hidratar las muestras, se utilizaron series decrecientes de etanol
(100%, 90%, 70% y 50%) y finalmente agua destilada durante 3 minutos.

Para realizar la tincién, a las muestras se les aplicé una solucién de azul de toluidina al 1%
durante 30 segundos. Posteriormente, se realiz6 un lavado con agua destilada y, a
continuacion, las muestras se deshidrataron utilizando series crecientes de etanol (50%,
70%, 90% y 100%), durante 15 segundos cada una. Una vez deshidratadas, se afiadi6 xilol

durante 20 segundos y se coloc6 el cubreobjetos con Eukitt.

3.2.1.3. Tincién con fluoroglucinol

Primero, los tejidos fueron desparafinados e hidratados. Para ello, se realizé primero un
cambio a xilol durante un minuto, a continuacién, para hidratar las muestras se utilizaron
series decrecientes de etanol (100%, 90%, 70% y 50%) y para finalizar, agua destilada

durante 3 minutos.

Una vez el hidratado el tejido, se afiadieron gotas de la solucién de fluoroglucinol al 1%
(p/v) en etanol al 70% (v/v), sobre los tejidos y se mantuvieron en contacto durante 5
minutos. Inmediatamente después se afiadieron tres gotas de acido clorhidrico al 35% y se
cubrieron los portaobjetos con cubreobjetos. Una vez realizada la tincidn, los tejidos se

visualizaron inmediatamente en el microscopio, antes de transcurrir 30 minutos.



3.2.1.4. Microscopia electréonica de barrido

Con el objetivo de examinar los planos de fractura proximal y distal de la ZA del fruto se
utilizé microscopia electrénica de barrido (SEM). Se observaron secciones longitudinales
de la ZA de muestras a diferentes dias post-antesis (DPA): 36, 38 y 40, asi como la
superficie de la base del pedinculo y la superficie de la zona de abscision en el fruto en

muestras cuya separacion habia finalizado (42 DPA).

Tras un secado a punto critico, los tejidos fueron montados sobre bafios de acero,
cubiertos con una capa de oro-paladio y observados mediante un microscopio electrénico

de barrido LEO 1430 VP (Gomez-Jimenez et al., 2010).

3.2.2. Aislamiento de ARN

El ARN total fue extraido de los tejidos de la ZA usando Trizol (Invitrogen Life
Technologies) y posteriormente, su calidad fue verficiada en gel y cuantificada
espectrofotométricamente (NanoDrop, ThermoScientific,

http://www.thermofisher.com/). El ARN mensajero fue aislado dos veces con Dynabeads

Oligo (dT) 25 (Dynal Biotech ASA, Dynal Invitrogen, http://www.invitrogen.com), para
minimizar la contaminacién por ARNr. Posteriormente, se utiliz6 un microgramo de ARNm
por muestra como plantilla para la sintesis de la primera cadena de ADNc usando

tecnologia SMART (Clontech Laboratories Inc, http://www.clontech.com/) con el objetivo

de favorecer la sintesis longitudinal total. La doble cadena de ADNc fue producida
mediante 13 ciclos de PCR de larga distancia. A continuacién, el ADN fue purificado

mediante columnas QIAquick (Qiagen, http://www.qgiagen.com/) para eliminar los oligo-

dT y las enzimas. La calidad del ADNc fue verificada con un Agilent 2100 Bioanalyzer

(Nimblegen, http://www.nimblegen.com/).

Para extraer y purificar el ARN de las muestras de pulpa de frutos de melén, primero el
material fue pulverizado. A continuacién, a cada dos gramos de muestra, se le afiadieron 4
ml de tampo6n LETS, y se agité durante 2 minutos. Posteriormente se afiadieron 2 ml de
fenol y otros 2 ml de cloroformo se agité durante un minuto y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 5-10 minutos a 42C. Se recogié el sobrenadante, al que se afiadieron 4 ml de
cloroformo, se agitdé durante un minuto y se realiz6 otra centrifugacién similar a la
anterior. El sobrenadante fue separado en alicuotas de 900 pl a las que se les afiadié 300 pl

de LiCl 8M dejando la mezcla a -20°C durante toda la noche. Al dia siguiente, fueron



centrifugadas a 12.000 rpm 5-10 min a 4°C, y se desechd el sobrenadante. El pellet se lavo
con etanol al 70%, para ello, se anadié 1 ml de etanol y se centrifugd durante 5 min a 4°C.
Se eliminé el sobrenadante y se dejo secar. El precipitado fue resuspendido en 40 pl de
agua estéril. A continuaciéon se unieron todas las alicuotas en un solo tubo y se
precipitaron de nuevo con 1/10V de NaAc 3M a pH 5,2, y 2,5V de etanol. Se mantuvo toda
la noche a -209C, posteriormente, se centrifugé a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante se elimind y el pellet se lavé con etanol 70%. Por ultimo el pellet se
resuspendié con TE. La cantidad de ARN fue cuantificada espectofotométricamente

(NanoDrop, ThermoScientific, http://www.thermofisher.com/). El ARN de tallo, hojas y

flores fue obtenido utilizando Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich). Su cantidad y
calidad fue determinada también espectofotométricamente (NanoDrop, ThermoScientific,

http://www.thermofisher.com/).

3.2.3.454 Pirosecuenciacion

3.2.3.1. Preparacion de la libreria para pirosecuenciacion

Se nebulizaron tres microgramos de cada muestra de ADNc para producir fragmentos de
un tamafio medio entre 400 y 800 pb. La preparacion de las librerias de los fragmentos de
ADNCc y las condiciones de emulsion de la PCR se realizé como se describe en el manual de
Roche GS FLX. La pirosecuenciacién fue realizada en un Roche Genome Sequencer FLX
(454 Life Science Roche Diagnostics, http://www.454.com/) en Lifesequencing S.L.

(Valencia, Espafia).

3.2.3.2 Recorte y montaje de lecturas

La calidad de las lecturas fue evaluada por scripts PERL desarrollados por Lifesequencing
para recorte y validacién de secuencias de alta calidad. Las secuencias de los adaptadores
utilizados para la preparacién de las librerias fueron introducidas en una base de datos del
programa de recorte de adaptadores en PERL. Se generaron nuevos archivos SFF
(Standard flowgram format) mediante sfftools (454 Life Science/Roche), manteniendo el
mayor punto de ajuste de partida y el punto de ajuste mas pequefio al final. Las lecturas
ajustadas se ensamblaron con la version 2.3 de NEWBLER (454 Life Science/Roche) con
los parametros por defecto. Siguiendo los parametros de calidad, al realizar el ensamblaje,

algunas lecturas fueron eliminadas debido a su baja calidad para ser utilizadas.



3.2.3.3 Anotacion

Se seleccion6 un amplio conjunto de proteinas de referencia de organismos relacionados
taxonémicamente. Ademas, se incluyeron todas las proteinas de eudicotiledoneas con
anotaciones para los siguientes términos: proceso del metabolismo de carbohidratos,
proceso del metabolismo secundario, pared celular, organizacion de la pared celular y
fitohormonas, con el fin de tener una representaciéon completa de proteinas de referencia
para estos aspectos especificos relacionados probablemente con el proceso de abscision.

El nimero total de proteinas de referencia fue 125,428.

La inclusion de proteinas de organismos taxondémicamente distantes con elevadas
anotaciones funcionales como Vitis vinifera o Ricinus communis, permitié anotar nuevas
proteinas que podrian haberse perdido si se hubiesen incluido solo proteinas de
organismos cercanos. Para obtener una anotaciéon de alta calidad se eligié6 un nivel de
similitud muy restrictivo entre el isotig y la proteina de referencia del anotador. La
similitud requerida debe ser lo suficientemente elevada para apoyar la inferencia de la
funcién en la proteina de referencia. En este trabajo, se requiri6é un valor E de BLAST mas
bajo de 10.220 para inferir la funcién. Es importante recordar que cuanto mas pequefio es
el valor E, mas elevada es la similitud entre secuencias, y asi, mayor la confianza de la
asignacion de funcidn. El gran BLASTX de todos los isotigs contra las 125,428 proteinas de
referencia fue realizado usando un entorno de computacién en nube (Amazon web

services).

3.2.3.4 Cuantificacion de los niveles de expresion

Las proteinas de referencia fueron proteinas representativas de grupos UniRef90. Esta
estrategia fijo una minima distancia de similitud entre las proteinas de referencia y fue la
base del agrupamiento de isotigs para obtener unigenes y cuantificar sus niveles de
expresion. El nombre de cada unigen fue inferido del nombre de las proteinas
representativas de UniRef90 que anoté cada unigen. Se cuantificé la expresién para estos
unigenes, aqui definidos como clusters de isotigs, anotados por la misma proteina de
referencia. El nimero de lecturas asignadas a cada isotig fue calculado tomando en cuenta
que las lecturas de cada contig fueron contadas solo una vez. Dado que los isotigs
representan isoformas transcritas, podria ser posible que diferentes isotigs que
compartieran algunos contigs fueran agrupados dentro del mismo unigen. En aquellos

casos, las lecturas de cada contig fueron contadas una sola vez. La normalizacién de los



valores absolutos del nimero de lecturas se realizé basada en (Mortazavi et al., 2008). Se
obtuvo el RPKM (Lecturas por Kilobase de modelo de exén por millon de lecturas
mapeadas). En este caso, se utilizé la longitud de la proteina de referencia en nucleé6tidos
ya que el trabajo se realizé sin un genoma de referencia y por tanto sin modelos de exén.
Esta normalizacién permite la comparacion de los valores de expresién entre unigenes de

la misma o de diferentes muestras (Mortazavi et al., 2008).

3.2.3.5 Analisis de expresion diferencial

El método usado para el andlisis de expresion diferencial en este trabajo fue edgeR
(Robinson et al., 2010), un paquete de Bioconductor para analisis de expresion diferencial
de datos digitales de expresién génica, teniendo en cuenta la variabilidad biol6gica. Los
modelos edgeR cuentan datos usando un modelo de sobredispersion de Poisson y utilizan
un procedimiento empirico de Bayes para moderar el grado de sobredispersion entre
genes. Para el andlisis de expresién diferencial con EdgeR, la entrada fue una tabla de
conteos, con filas correspondiendo a genes/proteinas y columnas a muestras. EdgeR
modela los datos como una binomial negativa (NB) distribuida, Yg~NB(Mipg, ®g) para gen
g y muestra i. Aqui, M; es el tamafio de libreria (nimero total de lecturas), @4 es la
dispersion y pg es la abundancia relativa de gen g en el grupo experimental j para cual la
muestra i pertenece. La distribucién NB reduce a Poisson cuando ®,=0. Este es un método
especialmente apropiado para ser usado en proyectos de secuenciaciéon de ARN (Garber et
al, 2011; Vijay et al,, 2012). En este trabajo, un isotig fue considerado como expresado
diferencialmente durante abscisién cuando en una etapa de transicién exhibié una

diferencia altamente significativa en la abundancia de lectura a P<0,01.

3.2.3.6 Anotaciones GO

Las anotaciones GO (Gene Ontology Consortium, 2010) fueron obtenidas desde Uniprot e
inferidas desde las anotaciones GO de las proteinas representativas de cada unigen. Se
analizaron por separado los términos GO provenientes de 3 ontologias GO diferentes
(proceso bioldgico, funcién molecular y componente celular) y se encontr6 el nimero de
proteinas anotadas con cada término. En el andlisis GOSlim, cada término GO fue traducido
a un GO Term tomado desde un conjunto general de términos GO seleccionados con el fin
de proveer una perspectiva mas general y homogénea de los términos GO encontrados en
una muestra. Para realizar el andalisis GOSlim, se seleccionaron los términos GOSlim

propuestos por el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) como términos GO



seleccionados para estudios en plantas. Los estudios GO-slim fueron desarrollados

utilizando Bio4j (http://www.bio4j.com/), una base de datos grafica que integra

elementos de Uniprot, GO, taxonomia, RefSeq y una base de datos enzimatica en nodos
conectados por aristas que representan su relacidon. Se seleccioné un subconjunto de
términos para obtener una visién de conjunto mas amplia y, mediante la utilizacién de
bio4j, se obtuvieron los resultados GO-slim. A este nivel seleccionado de granularidad, se
obtuvo el perfil funcional de los términos de GO-slim que permitié resaltar caracteristicas
generales. Jerarquicamente, el andlisis de agrupamiento fue usado para agrupar contigs en

acorde a su perfil de transcripcion usando la herramienta utilizada por [(Eisen et al,,

1998), http://rana.lbl.gov/eisen/].

3.2.3.7 Analisis filogenético

Los arboles fliogenéticos fueron construidos a partir de busquedas de similitudes
realizadas con el programa BLASTp utilizando los parametros por defecto en las bases de
datos proteina-secuencia provistas por el servidor del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias de aminoacidos fueron
alineadas con ClustalW (versién 2.0.3) (Thompson et al., 1994).

3.2.3.8. qRT-PCR

Se realizé una transcripcion reversa utilizando 2 mg de ARN, hexdmeros aleatorios y
Superscript III (Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. E1 ADNc purificado (2
ng) se usé como plantilla para qRT-PCR. Los ensayos qRT-PCR se realizaron con primers
especificos de genes (Tabla 2). E1 ADNc fue amplificado usando SYBRGreen-PCR Master kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), que contenia una polimerasa Gold AmpliTaq
en un iCycler (BioRad Munich, Alemania), siguiendo el protocolo provisto por el
suministrador. Las muestras fueron sometidas a las condiciones de ciclo termal de la
activacion de DNA polimerasa a 94°C 45 segundos a 552C, 45 segundos a 72 2C y 45
segundos a 802C; se realizé un paso final de elongacién de 7 minutos a 72 2C. La curva de
fusién se disefié para incrementar 0,5 2C cada 10 segundos desde 62 °C. El amplicén fue
analizado por electroforesis y secuenciado una vez para confirmar la identidad. La
eficiencia de QRT-PCR se estim6 mediante una curva de calibracién de dilucién y el calculo
de la pendiente. Los niveles de expresion fueron determinados como nuimero de ciclos
necesarios de amplificacién para alcanzar un umbral fijado en la fase exponencial de la
PCR (CT). Los datos fueron normalizados con la cantidad de gen de ubiquitina en melén. Se

usaron duplicados de tres réplicas bioldgicas en dos experimentos independientes.



Tabla 2. Relacién de primers utilizados.

Primer Secuencia Gen (Uniprot ID)

EXT1-R 5’-AGGAGAGTGATAAATTGGTGGAGG-3’

EXT3-R 5’-AGGAGGTGGTGGAGAGTGGTAAAC-3’

PG2-R 5'-GGAAATGCAGTCATCACCAGT-3’
EXP1-R 5-AGCTGCAAAATAGTTCGAGTT-3’
EXP7-R 5'-GAATTGGGCACCACTATAAGT-3’
EXP5-R 5’-GACACGGAAGTTCTTGCCGGTG-3’
PE3-R 5'-ATACATCATAACATTCCACTT-3’
PL-R 5’-ATTACGACCGAACCCAATGCC-3’
RABA2B-R 5’-CCTTCTGTTTGAGTCACCAGA-3’
RABB1B-R 5’-AGCCCTTCGGTGTGCAAGATC-3’
ARA5-R 5’-ACCAGACTTTTGGTTCACAGG-3’
RABE1C-R 5’-ATCCATATCAGCCTTGTTTCC-3’
ARA6-R 5’-CAACCGCTTCGCAATCTCCTC-3’
RABH1B-R 5-TGTGGACTTCAAGTTAACATC-3’

ACSa-R 5’-TCAATATCATCATCACTGATATCTTC-3’



ACSb-R

ACOa-R

ACOb-R

ACOc-R

ERF11-R

IAA2-R

PR-1R

BRI-R

SAP5-R

ETR2-R

ETR1-R

ERS1-R

ADC-R

NCED-R

SNRK2-R

ABF3-R

GH3-R

5’- CCCTCTTGCTTGCAGAACTTCAC-3’

5’-CGCCACCAGACTCGGCGCCGGAA-3’

5’-ACAGCCCGATGAAGCACACTCTT-3’

5’-ATAAAACGTAGCAATGGACAGCCT-3’

5’-ATTCAAAATGGCTTTACTTCCCCT-3’

5-TGTGTAGTTGGCTCTTTCACTTTCC-3’

5’-GGGTTCATAGTTGCAAATGATAAA-3’

5’-CGCAAAAGAGGATTGCCGAGATACGA-3’

5’-TACATCCAGAACAACGATTCA-3’

5’-ACCCCACCTTTGGTCATTCCGTCCCTG-3’

5’-CATGAATTTTTGATGTATAGGGAAGCTT-3’

5-TCGGCGTCCTCATTTCATGGTTCAT-3’

5’-CCAAGCATGTTTTATACTCACCCAT-3’

5’-GTCTTCTGACATCGCCAAAAGCCG-3’

5’-ATTTCATCTCGTAATCATCGTAGA-3’

5’-AGCAGCAGACTCCCTATTCTTGAT-3

5’-GACCTGGTTAAGAATTCAGAGAT-3’



TIR1-R

KAT-R

JAZ-R

MYC2-R

PAL-R

NPR1-R

BAK1-R

BZRI-R

ARRB-R

DELLA GAI-R

GAL1-R

GAL2-R

GAL3-R

GAL4-R

MYBR3-R

ABCB25-R

ABCC2-R

5’-ATCATTCTCTCGTTGATGATCTCCAC-3’

5-GCCCATTCCCGTCCCTATGCACT-3’

5-CTATCTTTTCTCTTCTCCAAGAA-3

5’-CATCAAATCATTCACTACAGAAAC-3

5-TGGCAATTTCAGCACCTTTAAAGCC-3

5’-ATAATCCTTTGGCCTTGTTAACCT-3’

5’-ATCCCCTTTCAGAGAAGCAACCAT-3’

5’-CCCAAGTGTAAGTTCAAGATCATC-3’

5’-ATGAACAACATGTTGCCAAATATT-3’

5’-TCCCATCCTGGCACGCCACTTCCC-3’

5’-AGTCCTCAAAATGCAGGCCAAC-3’

5’-CTTAACCAAAGAAATCCCTCCGGG-3’

5’-AGTTCCCAATGGCGTTCCAAA-3’

5’-TCTTCGAGATACCTACTGGTTC-3’

5’-GTGGTGATATCGAAGAGGCTGGA-3’

5’-AAG AAT GCT CGA GCT AGA GCC ACT-3’

5’-CCC AAT CGA ACT TCG TGT CTT-3’



ABCC4-R 5’-AGG GCC TAT CAA ATT CTC TTG C-3’

ABCD1-F 5’-CTA CAG CAT GTT CGG TTA AAT TAT CT-3’

ABCD1 (B9RQ07)
ABCD1-R 5’-AAC CTT GTA TAA GTG TTC TTC AAC GTC-3’
ABCD2-F 5’-ACA ACG GAT GAC CTA ATC CAA G-3’

ABCD2 (D7T0Z3)
ABCD2-R 5-GTT GAT TGT CAT CGG ACA ACT T-3’
ABCE2-F 5'-AAG CTT CGT GTG ATA GAA GGT GAA-3’

ABCE2 (Q8LPJ4)
ABCE2-R 5'-TCA CAA CTT CCT GGT CCA TTA A-3’
ABCF1-F 5’-AAG ATG AGA GGA GCA ATT GGG A-3’

ABCF1 (BON856)
ABCF1-R 5’-CCA GCC TTC ATC TTC AAA TGT GC-3’
ABCF3-F 5'-CTA TCT GGT GGT CAG AAA AGC A-3’

ABCF3 (D7TVM3)
ABCF3-R 5'-GAC TGC AAT ATC TTC TTG TAA TCT TGG-3’
ABCF4-F 5’-ACA ATG GAG GAA ACA CCA GTT C-3’

ABCF4 (B9RUVS)
ABCF4-R 5'-CTA ACC AGA ACA ACT CCG CCG GT-3’
ABCF5-F 5'-ATA TGA GGG AAA TTA TTC ACA ATA TG-3’

ABCF5 (D7SW65)
ABCF5-R 5'-CTC AGG GAA CCT AAT CTT CAT CTG-3'
ABCG23-F 5’-GAA AGA AGG GTT CTG ATG AAA GA-3’

ABCG23 (B9SY40)
ABCG23-R 5'-CAC TAA CGA ACT AGC CAT CAT CAC-3’
ABCI6-F 5’-GAG GTT ACA GGC GGT AGT ATT GTG TT-3’

ABCI6 (B9SCB8)
ABCI6-R 5’'-AGC CAT CTC TGC ACC CAA AAC A-3’
ABCI17-F 5’-CGT CCT TCT TTA GCA AGA TCG GC-3’

ABCI17 (B9S7S7)
ABCI17-R 5’-AGG AAC TTG AGA GCC ATC GGG TG-3’

3.2.4.1. Alineamiento muiiltiple de secuencias y construccion de arbol filogenético

Con el objetivo de comparar las secuencias de proteinas ABC obtenidas tras la
secuenciaciéon de transcriptoma de melon se realizé6 un alineamiento multiple con las
secuencias de todas las proteinas ABC conocidas de Arabidopsis thaliana. Para ello se
reunieron 130 secuencias pertenecientes a miembros de familias ABC utilizando la

informacién disponible en NCBI (National Center for Biotechnology Information -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos se
realiz6 utilizando para ello el software MEGA 6.06. El alineamiento se realizd con el
método MUSCLE (MUlItiple Sequence Comparison by Log-Expectation; Edgar, 2004). Para
el andlisis filogenético se utilizaron los siguientes parametros: neighbor-joining tree

method, pairwise deletion y bootstrap con 500 réplicas (Tamura et al.,, 2011)
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CAPITULO 1:
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LA ZA DEL FRUTO

Durante la abscisién de fruto maduro de melén tienen lugar procesos de separacion y
colapso celular (Webster, 1975) siendo esta separacion celular critica para que la
abscision se desarrolle de manera correcta. La naturaleza y magnitud de ésta determinan
la forma y medida en la cual el fruto y el pedinculo finalmente se separan (Webster,

1975).

En frutos de mel6n Védrantais, como el cantaloupe, el incremento climatérico de
produccién de etileno sincroniza la maduracidn y los procesos de la abscision (Pech y cols.,
2008; Perin y cols., 2002). Como ha sido demostrado previamente (Guis y cols., 1997;
Perin y cols., 2002), los frutos de Védrantais sufren un pico caracteristico de producciéon
de etileno (Fig. 6A) a los 37 DPA, y maduran en la planta hasta aproximadamente 42 DPA,

momento en el que se separan (Fig. 6B).

El estudio anatémico del proceso de abscision se realiz6 a distintas etapas, observandose
la ZA y tejidos circundantes en la zona de unidn entre el pedinculo y mesocarpo de frutos
Védrantais como se muestra en las figuras 6B y 6C. Para ello, se realizaron tinciones de
cortes histolégicos utilizando azul de toluidina y se observaron mediante lupa. También se

realizaron observaciones utilizando microscopia electrénica de barrido.

A 100 C peddnculo
g 20

80
= mesocarpo
g :
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Figura 6. Produccién de etileno y observacién de la posicion de la ZA en el fruto de mel6én Charentais (C. melo
var. cantalupensis Naud, “Védrantais”). (A), concentracién de etileno interno en frutos de melén de 30 a 40
DPA. (B), fruto de melén en el momento en el que la abscisién es completa (42 DPA), la ZA del fruto madura se
observa localizada entre el peddnculo y el fruto, tras la abscision del fruto a 42 DPA. La flecha sefiala a la ZA.
(C), fotografias de una seccién longitudinal del fruto Védrantais, mostrando la posicién de la ZA (cuadro negro)
utilizada para la extraccién de ARN y la observacién de los cambios anatémicos.
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4.1.1. Caracterizacion anatémica de la ZA mediante microscopia dptica

Se realizaron tinciones de cortes histolégicos de alrededor de 10 um de espesor, de la zona
de union entre el pedinculo y el fruto, para observar la evolucién de la zona de abscision y
sus tejidos circundantes a través del proceso de abscisidon de fruto maduro. En la figura 7
se muestra una tincién con azul de toluidina donde se observa el tejido de la zona de
abscision asi como los tejidos pertenecientes al pedinculo y al fruto. La ZA esta formada
por varias capas de células con una morfologia caracteristica que las diferencia de las
células de tejidos circundantes. Ademas, son mas pequeias y presentan una forma mas
cuadrada. Esta morfologia es caracteristica de las células pertenecientes a ZAs y ha sido
descrita en otras especies (Addicott y cols., 1982; Osborne y Morgan., 1989; Sexton y
Roberts, 1982). Las células de la ZA también muestran un citoplasma mas denso y estan

muy interconectadas a través de plasmodesmos.

Pediinculo

proximal

—— e e = = = = = e e e e e e e e e e e = e = = === = ZA
distal

Mesocarpo

Figura 7. Tincién con azul de toluidina de cortes histologicos longitudinales de la zona de unién entre
pedinculo y fruto de melén Védrantais previa a la abscision de fruto maduro. La imagen se obtuvo mediante
lupa con un aumento de 3X.

En la figura 8 se muestra a mayor aumento la diferencia entre las células del mesocarpo y

las que configuran la ZA. Puede apreciarse la diferencia de tamafio y morfologia entre

ambos tejidos.
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ZA - distal

mesocarpo

Figura 8. Tincién con azul de toluidina de corte histoldgico longitudinal de la zona de unién entre pedunculo y
fruto de meldn Védrantais previa a la abscisién de fruto maduro. La imagen se obtuvo mediante lupa con un
aumento de 8X.

En la figura 9 se muestran cortes histologicos de muestras a 36 DPA (A), antes de
producirse separacion celular y a 38 DPA (B), una vez la separacion celular se ha iniciado.
En la imagen A se observa la ZA entre los tejidos pertenecientes al pedunculo (parte
superior) y los tejidos del fruto (parte inferior). En la imagen B puede observarse la

fractura producida entre tejidos una vez la abscision ha sido iniciada.

38 DPA

Figura 9. Tincion con azul de toluidina de cortes histoldgicos longitudinales de la zona de unién entre
pedinculo y fruto de melén Védrantais a 36 y 38 DPA. Las imagenes se obtuvieron mediante lupa con un
aumento de 3X.
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4.1.2. Caracterizacion anatémica de la ZA mediante microscopia electréonica de

barrido

Se realizaron observaciones mediante microscopia electrénica de barrido de secciones
longitudinales de la ZA y tejidos circundantes a 30, 36, 38 y 40 DPA, antes y durante la
abscision de fruto maduro, con el objetivo de observar los cambios de morfologia celular y
tisular producidos en dicho proceso. En la figura 10 se observa la situacidn y estructura de
las células de la ZA a 30 DPA antes de iniciarse la abscision. Puede observarse como la ZA
esta formada por 30 - 35 capas celulares, que presentan un tamafio menor y forma
distinta de las células pertenecientes tanto al pedunculo como al mesocarpo, como ha sido

sefialado anteriormente.

pedunculo

proximal

__________________ A_ Z_.____________-_-

mesocarpo

Figura 10. Microfotografia de una seccién longitudinal mostrando la ZA del fruto de Védrantais a 30 DPA. La
linea discontinua indica la posicién del plano de fractura de abscisiéon

En la figura 11 se presentan varias fotografias de la zona de unién entre pedinculo y fruto
a diferentes momentos de la abscision, desde 36 DPA, momento en el que el proceso esta
siendo iniciado, hasta 40 DPA cuando es visible la fractura entre tejidos y la separacion
entre fruto y pedunculo. La primera referencia en la literatura sobre los aspectos
anatémicos de la abscisién en frutos cantaloupe trata sobre el melén cv. Powdery Mildew
Resistant no.45 (Webster, 1975). En este meldn, las modificaciones estructurales en las
paredes celulares de la ZA estan acompafiadas por cambios histoquimicos que ocurren

durante un periodo de 10 dias y culminan con la abscision del fruto del pedunculo (de 32 a
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42 DPA); Sin embargo, en el meldon Védrantais, los cambios histoquimicos, incluyendo
aumentos de lignina, se producen durante un periodo de 6 dias antes de la abscisién (de
37 a 42 DPA), dependiendo la extension de este periodo del cultivar. Por lo tanto, en
melones Védrantais, la activacion de la ZA y el comienzo del proceso de maduraciéon toma
lugar a los 37 DPA, y la induccién de la abscisiéon ocurre durante un periodo de 37 a 42
DPA. Es interesante observar que la evidencia externa de la separacién es una rotura que
se produce entre pedunculo y fruto, haciéndose patente a los 38 DPA (Fig. 11B). Durante
este periodo de induccién de la abscisién, la separacién celular seguida del colapso es
caracteristica de células del parénquima cortical de la ZA (Webster, 1975). Inicialmente, la
ZA de Védrantais a los 38 DPA revela una pequefia cavidad dentro de la zona (Fig. 11E), y
posteriormente, a los 40 DPA, muestra una separacion celular y un colapso celular

extensos (Fig. 11F).

— 36 DPA 38 DPA 40 DPA—

= el

oy R
ZA a 36 DPA

ZA a 38 DPA ZA a 40 DPA

Figura 11. (A, B, C) Macro-fotografias a 36, 38 y 40 DPA en las que se observa el aspecto de la zona del fruto
donde se produce la abscision. La evidencia externa de separacion es una rotura entre el pedinculo y el fruto,
siendo evidente por primera vez a 38 DPA. (H, |, ]), imagenes de microscopia electrénica de barrido en las que
se observa la ZA de frutos de Védrantais a 36 DPA (ZA del fruto en pre-separacion celular), 38 DPA (ZA del
fruto con separacién celular parcial), y 40 DPA (separacion celular de la ZA casi completa y colapso celular).
Escala: 500 pm en figuras D, Ey F.

En la figura 12 se muestra otra serie de microfotografias tomadas de la zona de uni6én
entre fruto y pedinculo a los mismos momentos del proceso de abscisidn de fruto maduro.
A 36 DPA (Fig, 12A, 12B) puede observarse la ZA, formada por capas de células con su

caracteristica morfologia: células mas pequenas con citoplasma mas denso. A 38 DPA (Fig.
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12C, 12D) comienza a producirse la separacion efectiva y colapso de las células centrales
de la ZA, provocando el inicio de la formaciéon de una fisura. A 40 DPA (Fig 12E, 12F)
puede observarse como la fisura en la ZA ha aumentado considerablemente de tamafio y la
separaciéon celular se extiende a lo largo de la zona. También se aprecia, con mayor
claridad en la imagen mas aumentada, la presencia de la capa protectora, que recubrira la

zona de abscision una vez finalizado el proceso de separacion entre el pedinculo y el fruto.

36 DPA

38 DPA

500 pm

40 DPA

Figura 12. Morfologia celular de la zona de abscisién del fruto. Imagenes de microscopia electrénica de
barrido de cortes longitudinales de la ZA de fruto maduro de mel6én Védrantais a 36 DPA (ZA en pre-
separacion celular), 38 DPA (separacién celular parcial) y 40 DPA (separacién celular y colapso celular
completos). Las imagenes con mayor aumento muestran las células de la zona de separacién. Escalas: 1 mm y
500 pm.

A 42 DPA el proceso de abscision finaliza, la separacion celular se completa y el fruto

queda totalmente separado del pedunculo. Tanto en el plano distal (Fig. 134, 13B) como
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en el plano proximal (Fig. 13C, 13D) queda formada una capa de caracter suberoso con la

finalidad de proteger el tejido subyacente.

En la imagen 13A se observa un extremo de la superficie del pedunculo, mientras que la
13B corresponde al centro de la superficie. En la superficie de la ZA del fruto puede
apreciarse la zona de la que se separ¢ el pedunculo debido a la diferencia de tejidos, el
epidérmico del epicarpo del fruto y el tejido suberoso de la capa protectora que se forma
tras la abscision (Fig. 13C). En la imagen con mas aumento (Fig. 13D) se observa con mas

detalle la estructura de la capa protectora.

Plano proximal

— Plano distal

Figura 13. Morfologia de la superficie del plano proximal (A y B), y del plano distal (C y D) a 42 DPA
(separacion celular completa). Escalas: 500 um, 300 um y 200 pm.
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CAPITULO 2:
SECUENCIACION MASIVA DEL TRANSCRIPTOMA DE LA ZA
DEL FRUTO DE MELON

4.2.1. Andlisis del transcriptoma de la ZA del fruto de melén

Con el objetivo de identificar diferencias en abundancia de transcritos relacionadas con
aspectos de la induccién de la abscision del fruto maduro, los transcriptomas de la ZA de
melén durante la separaciéon celular fueron comparados a diferentes momentos del
proceso. En un primer experimento se comparé el transcriptoma a 36 DPA, fase de pre-
separacion celular, con el transcriptoma a 38 DPA, fase de induccién de abscision
temprana, donde se observan las primeras evidencias externas de separacion celular total
o parcial. En un segundo experimento, fueron comparados de manera similar los
transcriptomas de la ZA a 38 DPA, induccion de abscisién temprana con el transcriptoma a
40 DPA, induccién de abscision tardia, donde se observa una separacion celular casi
completa y colapso celular (Fig. 11). Estas tres muestras (ZA a 36, 38 y 40 DPA)
representan cambios anatémicos y fisiolégicos criticos durante el periodo anterior a la
abscision, que culmina a 42 DPA, momento en el que la abscisién estd completa (Fig. 11).
Esto pone en relieve el valor de la caracterizaciéon especifica de transcriptomas a

diferentes momentos de la abscision.

Tras la preparacion de las librerias de ADNc y su pirosecuenciacidn, se obtuvieron de las
tres muestras un total de 134 Mb de secuencias (483,704 lecturas de buena calidad). Estas
secuencias se unieron en 14,162 contigs, y tras el modelado de genes mediante Newbler,
en 12,871 isotigs, (2.792 para 36 DPA, 7.315 para 38 DPA, y 2.764 para 40 DPA,
respectivamente) (Tabla 3, Fig. 14), de los cuales 10,513 fueron isotigs con una anotacién
funcional. Alrededor de un tercio de los isotigs no se asignaron a identidades UniProt y por

tanto, representan una fuente para el descubrimiento de nuevos genes.

La mayor parte de las lecturas obtenidas presentaban una longitud entre 150 y 350 pares
de bases, aunque también existia cierta abundancia de lecturas tanto con una longitud
mayor como menor (Fig. 14A). Sin embargo, al unir las secuencias en contigs, la gran
mayoria de ellos pasé a contener al menos 500 pares de bases de longitud (Fig. 14B),

estando la mayor parte de estos contigs formados con menos de 10 lecturas (Fig. 14C).
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Una vez obtenidos los isotigs, se observé que la mayor parte de ellos contenia una longitud

a partir de los 500 pares de bases también (Fig. 14D)

Tabla 3. Resultados de la pirosecuenciacion 454

Datos ZA fruto, 36 DPA ZA fruto, 38 DPA ZA fruto, 40 DPA
Lecturas brutas 115,760 273,169 95,228
Nucleétidos brutos 35,885,600 87,414,080 29,520,680
Longitud media bruta 310 320 310
Lecturas limpias y procesadas 115,643 272,830 95,131
Nucleétidos limpios 31,196,184 77,108,803 25,853,453
Longitud media limpia y procesada 270 282 272
Numero total de contigs 3,067 8,154 2,941
Tamafio medio de contig 611 653 607
Numero total de isotigs 2,792 7,315 2,764
Proteinas detectadas 2,014 5,009 2,050
Proteinas con anotaciones GO 1,387 3,558 1,486
g(r:oteinas con anotacién numérica 279 767 352
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Figura 14. Resumen de diferentes parametros durante la secuenciacién y el ensamblaje de datos de los
estudios del transcriptoma de la ZA de meldn a 36, 38 y 40 DPA para obtener una visién sobre los eventos
transcripcionales que tienen lugar en la ZA del fruto durante la abscision de fruto maduro. (A), Distribucion de
la longitud de lectura. Un total de 483.704 lecturas de secuencias de buena calidad (134.158.280 bp) fueron
obtenidas de 3 muestras (ZA de frutos a 36, 38 y 40 DPA). (B), distribucién de longitud de contigs. Un total de
14.162 contigs fueron obtenidos del montaje Newbler de las 483.704 lecturas redundantes. La longitud media
de los contigs es alrededor de 500 bases. (C), distribucién de contigs total leidos a partir de datos de
secuenciaciéon 454 de la ZA de frutos. La mayoria de constigs consistian en menos de 10 lecturas. (D),
distribucion de longitud de isotigs. 12.871 isotigs fueron obtenidos tras la modelizacién génica Newbler.
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4.2.1.1. Deteccion de genes

La deteccién de genes se baso en la utilizacién de BLASTX frente al conjunto de proteinas
de referencia Uniprot (ver 3.2.3.3 Material y Métodos). El nimero de diferentes genes
detectados considerando las tres muestras como un conjunto fue 5.953. Los andlisis de los
niveles de expresion de los 10,513 isotigs anotados llev6 a la identificacion de 4,801 genes
expresados diferencialmente (45%) en nuestros experimentos (P<0.01), los cuales se
refieren en lo sucesivo como grupo I, mientras que los resultantes 5,712 genes sin
representacion diferencial o una baja lectura de abundancia estan referidos como grupo II.
Entre los 4.801 genes expresados diferencialmente (P<0,01), 2689 genes fueron de
respuesta a abscision en el primer experimento (ZA del fruto a 36 DPA y 38 DPA,
induccién temprana de la abscisién) y 2112 fueron de respuesta a la abscisién en el
segundo experimento (ZA de fruto a 38 DPA y 40 DPA, induccién tardia de la abscisién).
Por tanto, se encontré un mayor nimero de genes con expresion diferencial en el primer
experimento. De estos, 1,790 genes fueron aumentados y 899 fueron disminuidos en la ZA
de fruto a 38 DPA, mientras que en el segundo experimento, 802 genes aumentaron y

1310 disminuyeron en la ZA del fruto a 40 DPA.

A continuacion, en las tablas 4 y 5 se muestran los transcritos que mas aumentaron y mas
disminuyeron respectivamente en la etapa de induccién temprana de la abscisién. En la
tabla 4 se muestran los IDs de UniProt de los genes mas abundantes en la induccién
temprana de la abscisién. Estos genes podrian tener funciones importantes relacionadas
con el proceso de abscisién. Entre ellos se encuentran genes de remodelacién de pared
celular, genes relacionados con el metabolismo y fitohormonas y otros cuya funciéon es

desconocida.
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Tabla 4. Transcritos con mayor abundancia en la fase de induccién temprana de abscision. La tabla muestra el
conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizaciéon (RPKMx1000) en dos muestras: separacién pre-
celular de la ZA (36 DPA) y en la muestra de separacién celular parcial de la ZA (38 DPA).

Uniprot ID 36 DPA 38 DPA Descripcion

B9S7U9 37,26 18935,81 STS14 protein, putative

bl 2auge  doossas  Mheleiename ety seqvenceofine 0024
A5C413 802,91 9694,44 Putative uncharacterized protein

080432 0 6584,12 Mitochondrial small heat shock protein

Q41321 1411,56 4690,47 Protein induced upon tuberization

BI9NAX4 0 4587,30 Predicted protein (Fragment)

Q8H159 680,52 4270,60 Polyubiquitin 10 [Cleaved into: Ubiquitin]
A5BKB8 74,92 4173,87 Putative uncharacterized protein

081245 0 3309,69 Polygalacturonase

082089 826,44 3195,59 AT3g56240/F18021_200 (Copper homeostasis factor)
QOWLP3 0 2976,04 Putative uncharacterized protein

Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

D7SHEO 0 265591 scaffold_0.assembly12x (Fragment)
B9SIQ2 0 2618,55 Alpha-amylase/subtilisin inhibitor, putative
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7TQ86 719,57 244091 scaffold_40.assembly12x (Fragment)
B2ZP02 30,91 2218,35 Beta-1,3-glucanase
B9RMD4 0 2175,88 Putative uncharacterized protein
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
E0CU96 3,02 2083,44 scaffold_36.assembly12x (Fragment)
Ribulose bisphosphate carboxylase small chain, chloroplastic
P08474 201,05 2010,58 (RuBisCO small subunit) (EC 4.1.1.39)
Chlorophyll a-b binding protein 16, chloroplastic (LHCII type
P27492 88,97 1728,07 I CAB-16) (LHCP)
SUMO-conjugating enzyme UBC9 (EC 6.3.2.-) (UBCAT4B)
(Ubiquitin carrier protein 9) (Ubiquitin-conjugating enzyme
P35132 509,00 1725,22 E2 9) (Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa) (Ubiquitin-
protein ligase 9)
D8VD38 0 1680 Ethylene response factor 11

En la tabla 5, por el contrario, se muestran los IDs de UniProt de los genes cuya expresion
se ve mas reducida en la fase de induccién temprana de la abscisidn. La represion de estos
genes podria estar relacionada con la regulaciéon de los procesos comprendidos en dicha
fase. Entre ellos pueden encontrarse genes relacionados con la traducciéon de proteinas,
como subunidades de ribosomas o factores de traduccién, también algunos relacionados

con la sefializacion y otros cuya funcion es desconocida.
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Tabla 5. Transcritos con mayor descenso de expresion en la fase de induccién temprana de abscision. La tabla
muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacion (RPKMx1000) en dos muestras:
separacion pre-celular de la ZA (36 DPA) y en la muestra de separacion celular parcial de la ZA (38 DPA).

Uniprot ID 36 DPA 38DPA Descripcion
P49690 18061,90 752,38 g(llglr;bosomal protein L23 (Protein EMBRYO DEFECTIVE
P59220 8328,85 1331,09 Calmodulin-7 (CaM-7)
B9R7X8 6497,89 2590,71 Low-molecular-weight cysteine-rich protein LCR78, putative
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7UB79 4033,15 2129,14 scaffold_24.assembly12x (Fragment)
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7TQGI 384479 Al scaffold_40.assembly12x (Fragment)
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7TD89 3705,62 21645 scaffold_57.assembly12x (Fragment)
D7SQM1 333712 316,28 Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

scaffold_141.assembly12x (Fragment)
Q850K6 3140,05 0 Non-specific lipid-transfer protein

Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
scaffold_103.assembly12x (Fragment)

A9PAH1 2972,60 385,84 Predicted protein (Putative uncharacterized protein)
Putative uncharacterized protein (Whole genome shotgun

D7UBL2 3090,90 126,72

b e 77777 sequence of line PN40024, scaffold_1.assembly12x)
D7U865 2274,85 508,77 40S ribosomal protein S12 (Fragment)
D7T8C6 1797.61 767.85 Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

scaffold_90.assembly12x (Fragment)
Q01902 1547,29 2162,16 Ribosomal protein S7, mitochondrial
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

D7TOX0 142699 90,90 scaffold_85.assembly12x (Fragment)
P06353 1412,5 3129,16 Histone H3.3 (Fragment)
B9SA38 1330,91 789,85 Translation factor suil, putative
Pyridoxal biosynthesis protein PDX2 (EC 2.6.-.-) (Probable
Q8LADO 1275,81 137,25 glutamine amidotransferase) (AtPDX2) (Protein EMBRYO
DEFECTIVE 2407)
D7TBM3 1240,60 67.66 Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

scaffold_16.assembly12x (Fragment)
B9ILN4 1229,79 0 Predicted protein

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a-2 [Cleaved into:

L5 2 S 414,0 Ubiquitin; 40S ribosomal protein S27a-2]

De la misma manera, los IDs de UniProt de los genes con mayor aumento o descenso de
expresion se muestran en las tablas 6 y 7 respectivamente. Entre los genes con mayor
aumento de expresion en la fase de induccién tardia se encuentran genes relacionados con
la transcripcién y traduccién de proteinas y genes relacionados con procesos diversos

como metabolismo de ROS o transporte de agua.
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Tabla 6. Transcritos con mayor abundancia en la fase de induccién tardia de abscisién. La tabla muestra el
conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacion (RPKMx1000) en dos muestras: separacion celular
parcial de la ZA (38 DPA) y en la muestra de separacién celular casi completa de la ZA (40 DPA).

Uniprot ID 38 DPA 40 DPA Descripcion
B9SZV0 234,74 5032,86 Histone h1/h5, putative
BI9NAX4 4587,30 4402,11 Predicted protein (Fragment)

Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

D7STB3 Al 3089,20 scaffold_55.assembly12x (Fragment)
60S ribosomal protein L23 (Protein EMBRYO
P49690 752,38 1897,61 DEFECTIVE 2171)
Q41360 823,80 1223,80 Pathogenesis-related protein PR-4 type (Fragment)
065773 648,20 1020,51 Peroxidase (EC 1.11.1.7)
DOESAO 1159,94 922,04 Thaumatin-like protein (Fragment)
B9SEN5 0 814,81 Early nodulin, putative
Chlorophyll a-b binding protein 16, chloroplastic
P27492 1728,07 736,84 (LHCII type I CAB-16) (LHCP)
S-adenosylmethionine synthase 1 (AdoMet synthase 1)
A9P822 900,51 663,26 (EC 2.5.1.6) (Methionine adenosyltransferase 1) (MAT
1)
Putative uncharacterized protein (Whole genome
A5C919 777,77 653,84 shotgun sequence of line PN40024,
scaffold_1.assembly12x)
B9RWF3 1024,85 589,83 Elongation factor 1-alpha, putative (EC 2.7.7.4)
Q9FGZ9 1009,13 538,81 Ubiquitin-like protein 5
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7TQGI 1044,09 534,39 scaffold_40.assembly12x (Fragment)
A9PFES 142,85 515,67 Aquaporin, MIP famlly: PIP subfamily (Putative
uncharacterized protein)
P59259 200,64 511,32 Histone H4
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7SN28 S S scaffold_61.assembly12x (Fragment)
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,
D7UCZ6 178,21 458,74 scaffold_112.assembly12x (Fragment)
Q9M5M6 500 428,57 60S ribosomal protein L30
A9PCX2 441,05 404,47 Predicted protein (Putative uncharacterized protein)
Q38913 115,28 403,93 Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4)

Entre los genes con un mayor descenso de expresion en la etapa de induccidn tardia de la
abscision se encuentran genes relacionados con funciones como remodelacion de la pared
celular, metabolismo o fitohormonas. Es interesante observar que algunos genes que
sufrieron un fuerte aumento en la etapa de induccién temprana de la abscisién, también
sufren un fuerte descenso en la etapa de induccién tardia. Esto sugiere que las funciones
de estos genes podrian ser requeridas en una fase temprana del proceso. Las funciones de
la mayoria de ellos no son conocidas actualmente, por lo que un mayor conocimiento
sobre ellas seria interesante para comprender mejor los procesos que tienen lugar en el

proceso de abscision.
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Tabla 7. Transcritos con mayor descenso de expresion en la fase de induccién tardia de abscision. La tabla
muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacion (RPKMx1000) en dos muestras:
separacion celular parcial de la ZA (38 DPA) y en la muestra de separacién celular casi completa de la ZA (40
DPA).

Uniprot ID 38 DPA 40 DPA Descripcion

B9S7U9 18935,81 548,65 STS14 protein, putative
Whole genome shotgun sequence of line PN40024,

D7TAI4 1009523 51515 scaffold_10.assembly12x (Fragment)

A5C413 9694,44 678,57 Putative uncharacterized protein

080432 6584,12 0 Mitochondrial small heat shock protein

Q41321 4690,47 659,86 Protein induced upon tuberization

Q8H159 4270,60 942,37 Polyubiquitin 10 [Cleaved into: Ubiquitin]

A5BKB8 4173,87 278,57 Putative uncharacterized protein

081245 3309,69 0 Polygalacturonase

082089 3195,59 393,93 AT3g56240/F18021_200 (Copper homeostasis factor)

QOWLP3 2976,04 0 Putative uncharacterized protein

brsuso  asssor o Wieegmestoton e ofine 024

B9SIQ2 2618,55 470,79 Alpha-amylase/subtilisin inhibitor, putative

BI9R7X8 2590,71 232,06 Low-molecular-weight cysteine-rich protein LCR78, putative

b7Igss  dunst aaspe  Wielepmestoton s sfine 02

B2ZP02 2218,35 114,97 Beta-1,3-glucanase

B9RMD4 2175,88 0 Putative uncharacterized protein

brubrs  zizie  sress  Meleiemame ot seqveneofline 0024

e oomsas 2s9 el feomeshotou snuence o ne NGO04
SUMO-conjugating enzyme UBC9 (EC 6.3.2.-) (UBCAT4B) (Ubiquitin

P35132 1725,22 204,95 carrier protein 9) (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 9) (Ubiquitin-
conjugating enzyme E2-17 kDa) (Ubiquitin-protein ligase 9)

D8VD38 1680 0 Ethylene response factor 11
Isocitrate dehydrogenase [NADP], chloroplastic (IDH) (EC 1.1.1.42)

Q40345 1466,51 15,39 (IDP) (NADP(+)-specific ICDH) (Oxalosuccinate decarboxylase)
(Fragment)

Una comparacion de los genes que respondieron a abscisién durante los experimentos de
inducciéon temprana y tardia indicé que 79 fueron inducidos en ambos experimentos, y
que 530 fueron silenciados en ambos experimentos (Fig. 15A), la mayoria de los genes
expresados diferencialmente durante la induccién temprana de la abscisiéon en la ZA del
fruto aumentaron (1790 vs 899 disminuidos) (Fig. 15B), mientras que la mayoria de los
genes que se expresaron diferencialmente durante la induccidn tardia de la abscision en la

ZA del fruto disminuyeron (1310 vs 802 aumentados) (Fig 15B).
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A

Genes inducidos Genes reprimidos

Induccion
tempranadela
absdsion

Induccion
tempranadela
absdsion

Inducciontardia
de laabscision

Inducciontardia
de |aabscision

1711 723

369 780

B

Induccion temprana de la abscision Induccidon tardia de la abscision
36 DPA vs. 38 DPA 38 DPA vs. 40 DPA

24%
(1310)

/ Aumenta
® Disminuye
“ Sincambio

Figura 15. Genes de la ZA de melén durante MFA. (A), genes inducidos y reprimidos en la ZA del fruto durante
la induccién temprana (comparacién de ZA a 36 DPA y a 38 DPA), induccién tardia (comparacion de la ZA a 38
DPA y a 40 DPA) y en ambas etapas en la abscision de fruto maduro de meldn. (B), porcentajes de los genes
inducidos y silenciados durante la induccién temprana y tardia de la MFA de melén.

Para el andlisis sobre que procesos celulares son criticos durante la abscisién de fruto
maduro, los transcritos se agruparon en base a sus patrones de expresion a través de las
tres muestras. El andlisis de clusters jerarquicos de los genes del grupo I permitié la
identificacion de los tres clusters principales, denominados, A, B y C, los cuales contenian
795, 1.228 y 537 genes, respectivamente. Estos clusters de genes fueron
subsecuentemente divididos en 3 subgrupos (A1, A2, A3); (B1, B2, B3) y (C1, C2 y C3),

respectivamente (Fig. 16).

De manera general, los transcritos que mostraron un pico de abundancia a 36, 38 o 40
DPA se agruparon en los clusters A, B o C respectivamente. Los transcritos mas
abundantes para cada cluster se encuentran en la tabla 7. Los clusters de expresién A1-A3
asi como el cluster C3 comprenden transcritos que disminuyen durante la induccién
temprana de la abscisién mientras que los clusters B1 y B2 asi como el cluster C2
comprenden transcritos que aumentan durante la induccién temprana de la abscision (36
DPA - 38 DPA). Por otro lado, los clusters de expresién A2 y B3 comprenden transcritos

que disminuyen durante la induccién tardia de la abscisiéon y los clusters A3, C1 y C3
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comprenden transcritos que aumentan durante la induccién tardia de la abscision (38 DPA

- 40 DPA).

Cluster A1 Cluster A2 Cluster A3
3500 2400 ]
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Figura 16. Nueve clusters segun las firmas de expresion en las tres etapas de la ZA de meldén (36, 38 y 40
DPA). Los grupos Al, A2 y A3 contenian los 524, 182 y 89 transcritos mas abundantes en las muestras de
separacion pre celular (36 DPA), respectivamente. El cluster B1 incluye los 1.219 transcritos mas abundantes
en la muestra de separacion celular parcial (38 DPA, induccién temprana de la abscision). El cluster B2, mas
pequefio, incluyd los transcritos mas abundantes en ambas muestras, induccién temprana y tardia de la
abscisién (38 y 40 DPA). El cluster B3 contenia 7 transcritos mas abundantes en las muestras pre-separacion
celular y separacion celular parcial (36 y 38 DPA), y los transcritos con menores niveles de expresién en la
muestra de separacion celular casi completa (40 DPA, induccién tardia de abscision). El cluster C1 incluyé los
407 transcritos mas abundantes en la muestra de separacion celular casi completa (40 DPA, induccién de
abscisién tardia) exclusivamente. Los cluster C2 y C3 contenian los 93 y 37 transcritos mas abundantes en la
muestra de separacién celular casi completa, respectivamente, pero en C2 los niveles de transcritos también
aumentaban en la muestra de separacién celular parcial respecto a la muestra de pre-separacién celular,
mientras que en C3 los niveles en la separacidn celular parcial eran menores respecto a la muestra de pre-
separacién celular.
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El cambio en los patrones de expresion génica que ocurre durante la abscision se refleja en
el incremento sustancial de abundancia de transcritos de supuestos genes reguladores.
Los transcritos mas abundantes para cada grupo estan listados en la tabla 8. Es notable el
hecho de que la mayoria de los genes regulados diferencialmente (55%) en nuestros

experimentos no tenian una funcién asignada previamente.

Tabla 8. Transcritos mas abundantes en la ZA del fruto durante la abscisiéon de fruto maduro de meldn. Las
secuencias fueron seleccionadas tras establecer P<0.01. E1 La tabla muestra el conteo total de lecturas para
cada gen tras la normalizaciéon (RPKMx1000) en las 3 muestras: (a) separacion pre-celular de la AZ (36 DPA),
(b) separacion celular parcial de la AZ (38 DPA, induccién temprana de abscision), (c) separacién celular casi
completa (40 DPA, induccién de abscision tardia).

UniProt

Cluster D 36 DPA 38DPA 40DPA Descripcion del gen
Al BOILN4 122979 0 0 Uncharactt_arlzed protein, POPTRDRAFT_669317 =
Populus trichocarpa
Q850K6 3140.05 0 0 Non-specific lipid-transfer protein = Vitis vinifera
BOILN4 1229.79 0 0 Uncharactc'erlzed protein, POPTRDRAFT_669317 =
Populus trichocarpa
D7U9D2 552 44 0 0 U.nc'haracterlzed protein, VIT_00026088001 = Vitis
vinifera
BOS715 312.03 0 0 A'.I‘l_)-dependent Peptldase, RCOM_1331450 =
Ricinus communis
D7S7Q9 215.05 0 0 U_nc.haracterlzed protein, VIT_00027946001 = Vitis
vinifera
Serine/threonine-protein phosphatase,
D751j6 e 0 VIT_00008096001= Vitis vinifera
Chlorophyll a-b binding protein. chloroplastic
P12333 137.32 0 0 (LHCII type I CAB) (LHCP) = Spinacia oleracea
Glutathione S-transferase (Glutathione transferase
ASYWM1  168.20 v L Taul), GSTU1 = Citrus sinensis
A8D009 119.59 0 0 Ferritin, Fer3 = Pyrus pyrifolia
ASAWPO  242.18 0 0 U_mfharacterlzed protein, VITISV_004511 = Vitis
vinifera
BORMM2  147.94 0 0 UncharaFterlzed protein, RCOM_1081740 = Ricinus
communis
Q56740 82.03 0 0 RSH3, At1g54130
D7SLUS 99.23 0 0 U.nc'haracterlzed protein, VIT_00018215001 = Vitis
vinifera
BOR7FS 112.57 0 0 Unchara?terlzed protein, RCOM_1591260 = Ricinus
communis
A5AYZ1 38.55 0 0 Malic enzyme, VITISV_024155 = Vitis vinifera
Malate dehydrogenase. cytoplasmic 2, At5g43330
P57106 74.29 0 0 MWF20.2
P26569 89.13 0 0 Histone H1.2, At2g30620 T06B20.3
B9S552 117.44 0 0 Unchara(_:terlzed protein, RCOM_1721330 = Ricinus
communis
BOSWT3 5418 0 0 3-lsoprol_)ylmalate dehydrogenase = Ricinus
communis
A2 A9PAH1 297260 385.84 5936 Uncharactfarlzed protein, POPTRDRAFT _830079 =
Populus trichocarpa
2590.7 Low-molecular-weight cysteine-rich protein LCR78.
BIR7X8 6497.89 1 232.06 RCOM_1595110 = Ricinus communis
D7SQM1 333712 31628 268.93 U.mfharacterlzed protein, VIT_00000754001 = Vitis
vinifera
D7TD89 3705.62 21645 142.85 U.nc'haracterlzed protein, VIT_00030113001 = Vitis
vinifera
D7TQGY 3844.79 1044.0 534.39 U'nc_haracterlzed protein, VIT_00025626001 = Vitis
9 vinifera

D7UB79 4033.14 2129.1 376.96 Uncharacterized protein, VIT_00019304001 = Vitis
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A3

B1

Q8LADO

D7TOX0
A5C919

QBLEH3
B9SZD6
P59232

A5B3D4
BYR8)3
D7TK38

D7SMR3

B9S940
Q93VF1
A9PBT2

A9PDV6
D7UBL2
P49690
A5B6Y9
D7U796
D7UCZ6
D7T502
D7SN28
Q6L3T8
Q08682

D7T9H6
B9SCCY
AS5AKTO
P59259
Q8VZB9

B9RKC5
Q8GY66
023940
B6VC54
BO9RDU1
D7U1A2

A5BKB8

A5C413

1275.81

1426.99

2504.27

488.44

284.18

1154.98

361.65
1011.59
215.77

865.24

815.04
751.72
555.55

741.72

3090.90

18061.9
0

462.15

248.21

792.07

566.10

864.36

759.25

185.68

246.28
247.03
117.41
631.07
194.44

393.51
614.45
210.40
312.78
71.36

124.29

74.92

802.91

137.25

90.90

777.77

112.21

50.56

414.01

18.51
646.37
102.56

340.42

500.00
427.58
176.15

476.82

126.72

752.38

119.52

0

178.21

455.17

301.58

91.29

19.70
200.64

134.25
184.73

123.28

4173.8

9694.4

67.97

63.36

653.84

4.27

312.10

0
236.23
63.86

271.86

235.77
234.48
116.53

331.12

253.44

1897.61

169.32

10.43

458.74

139.66

482.75

306.87

128.63

94.47
81.21
111.89
511.32
114.19

145.83
377.51
28.36
143.83
15.02
52.73

278.57

678.57

vinifera

Pyridoxal biosynthesis protein PDX2 (Probable
glutamine amidotransferase) (AtPDX2) (Protein
EMBRYO DEFECTIVE 2407). PDX2 EMB2407
At5g60540 muf9.190

Uncharacterized protein, VIT_00036785001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VITISV_021844
VIT_00009367001 = Vitis vinifera

Cinnamoyl-CoA reductase-like protein = Arabidopsis
thaliana

Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase = Ricinus
communis

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a-2, RPS27AB
UBQ6 At2g47110 F14M4.6

Uncharacterized protein, VITISV_028922 = Vitis
vinifera

Phosphoprotein ECPP44 = Ricinus communis
Uncharacterized protein, VIT_00021436001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VIT_00036450001= Vitis
vinifera

28 kDa heat-and acid-stable phosphoprotein =
Ricinus communis

At2g04520/T103.7

Uncharacterized protein, POPTRDRAFT_548036 =
Populus trichocarpa

Uncharacterized protein, POPTRDRAFT_666912 =
Populus trichocarpa

Uncharacterized protein, VIT_00010910001 = Vitis
vinifera

60S ribosomal protein L23 (Protein EMBRYO
DEFECTIVE 2171), RPL23A At1g04480 F19P19.5
Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VIT_00013934001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VIT_00012395001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VIT_00012876001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VIT_00031366001 = Vitis
vinifera

60S ribosomal protein L34, putative = Solanum
demissum

40S ribosomal protein Sa-1 (Laminin receptor
homolog) (p40), RPSaA At1g72370 T10D10.16
Uncharacterized protein, VIT_00012054001 = Vitis
vinifera

Steroid binding protein = Ricinus communis
Uncharacterized protein, VITISV_021574 = Vitis
vinifera

Histone H4. At1g07660 F24B9.25

60S ribosomal protein L10a-1, RPL10AA At1g08360
T27G7.6

60S ribosomal protein L28 = Ricinus communis
Uncharacterized protein, At4g10262

Acyl carrier protein = Fragaria vesca

60S ribosomal protein L27A = Vernicia fordii
Cysteine synthase = Ricinus communis

40S ribosomal protein S12 = Vitis vinifera
Uncharacterized protein, VITISV_001840 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VITISV_012740 = Vitis
vinifera
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B2

B3

C1

BORMD4 0 2175.8 0 Unchara(_:terlzed protein, RCOM_1079860 = Ricinus
8 communis
18935. . i ,
B9S7U9 37.26 81 548.65 STS14 protein = Ricinus communis
D7SHEO 0 2655.9 0 U.n(fharacterlzed protein, VIT_00007582001 = Vitis
1 vinifera
EOCU96 3.02 2083.4 259 U_n(fharacterlzed protein, VIT_00023471001 = Vitis
4 vinifera
080432 0 6584.1 0 MltOChOI.ldl'lal small heat shock protein = Solanum
2 Iycopersicum
3309.6 .
081245 0 9 0 Polygalacturonase,MPG2 = Cucumis melo
2218.3 L
B2ZP02 30.91 5 114.97  Beta-1.3-glucanase = Vitis vinifera
D7TIT4 0 1210.8 0 U.nc.haracterlzed protein, VIT_00033671001 = Vitis
5 vinifera
B9SIQ2 0 2618.5 470.79 Alpha-an_lylase/subtlllsm inhibitor = Ricinus
5 communis
2976.0 . . . . .
QOWLP3 0 4 0 Uncharacterized protein = Arabidopsis thaliana
B9T5B7 0 917.44 0 Glycosyltransferase = Ricinus communis
1466.5 Isocitrate dehydrogenase [NADP]. chloroplastic
Q40345 31.56 1 ' 15.39 (IDH) (EC 1.1.1.42) (IDP) (NADP(+)-specific ICDH)
(Oxalosuccinate decarboxylase) = Medicago sativa
D8VD38 0 1680.0 0 Eth_yl_ene response factor 11, ERF11 = Actinidia
0 deliciosa
P22503 0 806.45 0 Endoglucanase (Abscission cellulas?) (Endo-1.4-
beta-glucanase) = Phaseolus vulgaris
Glucan endo-1.3-beta-glucosidase. basic isoform
P52408 0 1133.3 0 ((1->3)-beta-glucan endohydrolase) ((1->3)-beta-
3 glucanase) (Beta-1.3-endoglucanase) (PpGns1) =
Prunus persica
B9S561 0 827.66 0 Pectate lyase = Ricinus communis
4270.6 Polyubiquitin 10 [Cleaved into: Ubiquitin], UBQ10
Q8H159 680.52 0 942.37 At4g05320 C17L7.240
B9S0K2 0 485.52 111.11 Phenylalanine ammonia-lyase = Ricinus communis
D7U403 0 12.67 12.67 U'n(fharacterlzed protein, VIT_00022810001 = Vitis
vinifera
B9T5V3 0 19.60 19.60 Auxin-induced protein 5NG4 = Ricinus communis
BIRQ4S 313.06 313.06 166.66 Unchara(_:terlzed protein, RCOM_0954650 = Ricinus
communis
ASAIY9 46.51 4651 0 U.ntfharacterlzed protein, VITISV_013093 = Vitis
vinifera
B9SX19 38.38 38.38 0 Transporter, RCOM_1259420 = Ricinus communis
D7SH16 4728 4728 0 U_nc.haracterlzed protein, VIT_00008576001 = Vitis
vinifera
E0CQ54 33.68 33.68 0 Ulmsharacterlzed protein, VIT_00009900001 = Vitis
vinifera

Prolyl 4-hydroxylase alpha subunit, RCOM_0782750
= Ricinus communis
Uncharacterized protein, VIT_00027465001 = Vitis

B9SXB7 20.90 20.90 17.42

D7U851 16.52 16.52 0

vinifera

ASAWYS 0 0 79.01 U.nc.haracterlzed protein, VITISV_008680 = Vitis
vinifera

ASCHAS 0 0 70.55 U.n(fharacterlzed protein, VITISV_042891 = Vitis
vinifera

BI9SENS5 0 0 814.81 Early nodulin = Ricinus communis

A2ICDO 0 0 94.36 Phenylalanine ammonia-lyase = Vitis vinifera

D7TIQ9 0 0 92.94 U.nc.haracterlzed protein, VIT_00033642001 = Vitis
vinifera

B9STUS 0 0 57.26 Phenylalanine ammonia-lyase = Ricinus communis

D7TBYO 0 0 364.48 U_nc.haracterlzed protein, VIT_00015498001 = Vitis
vinifera

Q2V4A1 0 0 222.22 Uncharacterized protein, At2g05440

Q3L0Q9 0 0 106.87 Ethylene-responsive element binding protein ERF6

-105 -



Resultados y discusion

C2

C3

B9S693
Q93VI9

Q41963

D7T4J5
Q93ZH5

D7U4W1

Q8GVF5

B9S1P5
C8CMH6
A5C200
B9DHJ1
D7TAMS

A5BDB9
B9SZV0
D7STB3
065773
A9PFES8

B9R9G7
B9SWMS
QILKX1

P25819
A7Y7M7
C4P7Y8

B9SCY3
D7UAUO
BO9RNW5

B9TOK9
B9SFDO
D7TPA7

A5BTCO

B9VQ34
B9RUVS
B9T4)2

Q9AVA8
BISWY1
D7TL61

D7TV58

BOMZ79

(=]

28.57

S o © o

129.03

75.11
84.50
106.66

12.08

14.12

25.64

63.57

13.73

21.89

100.87

15.93
4.12

638.81
64.79
13.45

36.50

69.29

28.57

oS o o o

129.03

0

234.74
206.57
648.20
142.85

16.11
6.95
108.54

18.29
33.57
217.52

102.56

242.26

15.11

43.04
3.86
26.76

140.35

31.86
13.75
35.02

0
17.02

33.33

0

78.54
107.80

88.27

77.98
54.82

63.06

80.27

70.01
97.04
76.14
38.56
243.72

25.59
5032.86
3089.20
1020.51
515.67

318.22
128.74
179.83

94.17
244.60
305.16

284.38

324.74

68.02

107.14
31.50
133.81

333.33

84.55
32.55
82.48
13496.2
4
144.97

78.72

238.09

100.87

= Gossypium mexicanum

Peroxidase 72 = Ricinus communis
Uncharacterized protein M4122.200, M4122.200
At4g27390

Aquaporin TIP1-2 (Gamma-tonoplast intrinsic
protein 2) (Gamma-TIP2) (Tonoplast intrinsic
protein 1-2) (AtTIP1;2). TIP1-2 SITIP TIP2
At3g26520 MFE16.17

Ferritin (Fragment) = Vitis vinifera
At1g21080/T22111_9

Uncharacterized protein, VIT_00023919001 = Vitis
vinifera

DO07. full insert sequence) (cDNA clone:006-308-
BO1. full insert sequence) 0J1340_C08.131
0s07g0639800 0s]_25302 = Oryza sativa
Uncharacterized protein, RCOM_0867050 = Ricinus
communis

Non-symbiotic haemoglobin = Malus hupehensis
Uncharacterized protein, VITISV_009604 = Vitis
vinifera

AT1G11910 protein

Uncharacterized protein, VIT_00010327001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VITISV_027249 = Vitis
vinifera

Histone h1/h5 = Ricinus communis
Uncharacterized protein, VIT_00029731001 = Vitis
vinifera

Peroxidase, aprx = Cucurbita pepo

Aquaporin. MIP family, PIP subfamily (Putative
uncharacterized protein) = Populus trichocarpa
Arginine/serine-rich splicing factor = Ricinus
communis

UDP-glucuronosyltransferase = Ricinus communis
Cinnamate 4-hydroxylase CYP73, C4H2 = Citrus
sinensis

Catalase-2, CAT2 CAT At4g35090 M4E13.140
Putative wound-induced protein = Prunus dulcis
Calcineurin B-like protein 01 = Vitis vinifera
Uncharacterized protein, RCOM_1282260 = Ricinus
communis

Uncharacterized protein, VIT_00014842001 = Vitis
vinifera

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase =
Ricinus communis

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding
protein = Ricinus communis

ATATH13 = Ricinus communis

Uncharacterized protein, VIT_00011077001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VITISV_039385 = Vitis
vinifera

Class IV chitinase = Pyrus pyrifolia

ATP-dependent transporter = Ricinus communis
Casein kinase II. alpha chain = Ricinus communis

Endochitinase MCHT-2 = Cucumis melo

Pyruvate decarboxylase = Ricinus communis
Uncharacterized protein, VIT_00029971001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, VIT_00019409001 = Vitis
vinifera

Uncharacterized protein, POPTRDRAFT_827290 =
Populus trichocarpa
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Uncharacterized protein, VIT_00000132001 = Vitis

D7TT82 14.15 9.43 57.38 . .
vinifera

BOR7W4 65.21 43.47 1714 Unchara?terlzed protein, RCOM_1594870= Ricinus
communis

ASBVF4 11.75 0 66.23 U.mfharacterlzed protein, VITISV_027630 = Vitis
vinifera

B9SI15 19.20 10.97 79.56 Ubiquitin-protein ligase = Ricinus communis
A5AX15 156.66 136.66  290.00 Ribosomal protein L36 = Vitis vinifera

Glutathione S-transferase (Auxin-induced protein
Q03666 7843 42.23 95.02 PCNT107) = Nicotiana tabacum

B9SLQ3 96.38 38.15 108.43 Glycine-rich RNA-binding protein = Ricinus

communis

D7S]03 27 43 0 39.63 U.nc.haracterlzed protein, VIT_00008303001 = Vitis
vinifera

COLQ98 2534 0 2018 Monodt?hydroascorbate reductase = Malus
domestica

A9PAOO 53.25 48.32 67.06 Uncharactfarlzed protein, POPTRDRAFT_728998 =
Populus trichocarpa

Q1I1D9 22.63 20.93 32.25 Pyruvate decarboxylase = Citrus sinensis
D7SIYS 24.96 14.68 52.86 Uncharacterized protein, VIT_00008284001 = Vitis

vinifera

A9P745 7.49 0 19.76 Enolase, ENO1 = Helianthus annuus

BORJ15 20.00 0 30.66 ] domam_—contalnmg protein spf31 = Ricinus
communis

D7TRX1 46.46 38.38 68.68 U_mfharacterlzed protein, VIT_00007329001 = Vitis
vinifera

4.2.2. Anotaciones GO

Para una mejor vision global de los procesos y funciones alteradas durante la induccion
temprana y tardia de la abscision del fruto maduro, se realizé una clasificacién de los
genes expresados diferencialmente usando la base de datos Gene Ontology (GO). Las
entradas de GO fueron asignadas a los genes que se expresaban diferencialmente en base a
la similitud de las secuencias con proteinas conocidas en la base de datos UniProt

anotadas con entradas de GO asi como los dominios InterPro y Pfam que contenian.

De los 10.513 isotigs anotados, a 6.431 se les asigné al menos un término GO (Tabla 2).
Varias clasificaciones GO se encontraron sobrerrepresentadas en genes que habian
incrementado o descendido la acumulacién de su transcrito durante la induccién
temprana o tardia de la abscision. Los términos GO: “proceso metabdlico”, “actividad
catalitica” y “membrana” fueron los mas representados entre las categorias: procesos
biolégicos (Figs. 17 y 18), funcién molecular (Figs 19 y 29), y componente celular (Fig. 21)
respectivamente. La mayoria de los términos mostr6 un mayor nuimero de genes
inducidos que de silenciados durante la induccién temprana de la abscision, lo que indica
una fuerte tendencia hacia la induccién de genes distribuida a lo largo de las diferentes
categorias. El grupo inducido durante la etapa temprana de la abscisiéon con el mayor

nimero de genes expresados diferencialmente era “Proceso metabdlico”, “oxidacion-
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reduccion”, “fosforilacion de aminoacidos de proteinas”, “proceso metabdlico de
carbohidratos”, “Transporte transmembrana” y “regulacién de la transcripcién” (Fig. 17).
A su vez, en la etapa tardia de la abscision, se observaron los mismos grupos conteniendo
los mayores numeros de genes expresados diferencialmente, aunque esta vez reprimidos.
Esta diferencia ilustra el cambio fisiolégico producido entre ambas etapas de la induccién
de la abscision. Remarcablemente, la induccién temprana de la abscisiéon mostré una
representacion significativa de transcritos disminuidos relacionados con “traduccién”,
mientras que la predominancia de este término caracterizé la induccidn tardia (Fig. 18), lo
que sugiere que es improbable que la sintesis de proteinas actiie durante la induccion
temprana de la abscisidn, pero es requerida para la separacion celular completa durante la

abscision de fruto maduro de meldn.

Induccion temprana de la abscision de fruto maduro

Proceso metabdlico : ! !
Oxidacion / reduccion

Fosforilacionde aminoacidos proteicos
Proceso metabdlicode carbohidratos
Transporte
Transporte transmembrana
Regulacion de la transcripcion
Proteolisis
Regulacion de la transcripcion, ADN .
Traduccion |
Fotosintesis
Respuesta a estrés
Homeostasisredox celular
Glucolisis
Proceso metabolicode lipidos
Transporte mediadopor vesiculas
Fotosintesis, recoleccion de luz
Proceso biosintético de ATP
Proceso biosintético de acidos grasos
Proceso biosintético de aminoacidos celulares .
Modificacionde pared celular
Transporte de carbohidratos
Sefalizacion de dos componentes .
Proceso biosintético de glutation
Elongacion traduccional
Transcripcion |
Plegamientode proteinas
Cadena transportadorade electrones

THH

wial bbb 2 1 1

20 40 &0 80 100 120 140 164

o

Frecuencia

Figura 17. Términos de ontologia de genes GO méas abundantes durante la induccién temprana de la abscisién
de fruto maduro de melén para las IDs de UniProt bajo procesos biolégicos. El andlisis de abundancia incluyé
1.790 transcritos con una acumulacién aumentada de transcritos (barras naranjas), y 899 transcritos con una
menor acumulacién de transcritos (barras verdes).
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Induccion tardia de la abscision de fruto maduro

Proceso metabdlico '_'_r{ |

Oxidacion / reduccion ] 1

Fosforilacionde aminoacidos proteicos ‘='r' |
Proceso metabdlicode carbohidratos | |
Transporte ]

Transporte transmembrana ]
Regulacion de |a transcripcion .='4
Proteolisis ]

Proceso biosintético |
Traduccién ]

Fotosintesis |

Respuesta a estrés |

Homeostasisredox celular |

Glucolisis |

Proceso metabdlicode lipidos |
Beta-oxidacionde acidosgrasos |

Proceso biosintético de lipidos |

Proceso biosintético de ATP |

Proceso biosintético de acidosgrasos }
Proceso biosintético de aminoacidos celulares-]

Senalizacion mediadapor GTPasas pequeﬁas-_“
Transporte de carbohidratos }
Transcripcion |
Transporte mediadopor vesiculas ,H
Elongacion traduccional
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Frecuencia

Figura 18. Términos de ontologia de genes GO mas abundantes durante la induccién tardia de la abscisién de
melén para las IDs de UniProt bajo procesos biolégicos. El andlisis de abundancia incluyé 802 transcritos con
una acumulacién incrementada de transcritos (barras naranjas) y 1.310 transcritos con menor acumulacién de
transcritos (barras verdes).

Al analizar los términos GO sobre funciones metabdlicas mas abundantes durante la
induccién temprana (Fig. 19) y tardia (Fig. 20) de la abscisiéon se observé una gran
coincidencia entre ambos procesos. Los mismos términos eran mas abundantes en ambas
etapas: “actividad catalitica”, “actividad transferasa”, “uniéon a ATP”, “actividad hidrolasa” y
“union a i6n metalico”. Mientras que en la fase de inducciéon temprana estos términos eran
otorgados a transcritos que principalmente presentaban un aumento de expresidn, en la
fase de induccién tardia sucedia al contrario, ya que estos términos eran asignados
principalmente a transcritos que disminuian durante esta etapa, exceptuando el caso del

término “unién a ATP” en el que la mayoria de los transcritos aumentaban, aunque en un

nivel visiblemente menor que en la etapa de inducciéon temprana de la abscision.
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Induccion temprana de la abscison de fruto maduro

Actividad catalitica % |
Actividadtransferasa ) |

Uniona ATP
Actividad hidrolasa
Unidna ion metalico
Uniona proteina —

Unir}rq:
Actividadquinasa

Uniona idndezinc

Actividad proteina-quinasal
Proteinaserina/treonina quinasa
Actividad liasa -

Unidna acidos nudeicos
Actividadtransferasa]

Actividad ligas3]
Actividadtransportadora de electrones]
Unidna cation]

Actividadfactor detranscripcion]
Unidna secuenciaespecificade ADN
Unionhemo

Actividad acitransferasa
Uniéna FAD
Actividadtransferasa

Unidna iondemagnesio
Actividad oxidorreductasa
Unidna coenzima

Actividad hidrolasa ‘ol

Actividad GTPasal.
Actividad ADN fotolizsal,

=

o

11

M

"

Actividad aspartil esterasa

Desaxirribodipirimidina)

Respuestadedoscomponentes)
Succinato-CoA I

Actividadtransportadora

Sulfato adenilitransferasal

Constituyente estructurafl

Unidna ARN ==

Actividad oxidorreductasa]

Unidna nucledtido |

Uniona NADo NADH

Actividad isomerasa ==

DNA (apurinico o apirimidinico...

Unidna ADN;

0 20 40 60 80 100 120 140 1&

Frecuencia

"

"

i

"

L3

Figura 19. Términos de ontologia de genes GO mas abundantes durante la induccién temprana de la abscision
de fruto maduro de melén para las IDs de UniProt bajo funciones metabdlicas. El analisis de abundancia
incluyd: 1.790 transcritos con acumulacién incrementada (barras naranjas) y 899 transcritos con menor
acumulacion de transcritos (barras verdes).

Al analizar los términos GO de localizaciéon celular asignados a los transcritos con
expresion diferencial en las etapas de induccién temprana y tardia de la abscisién de fruto
maduro (Fig. 21), se observo que los mas representados coincidian en ambas etapas,
siendo: “membrana”, “integral de membrana”, “ndcleo”, “citoplasma” e “intracelular”. Al
igual que ocurria en las otras categorias descritas anteriormente, la mayoria de los
transcritos anotados con estos términos en la fase de induccién temprana presentaban un
aumento de expresion, mientras que la mayoria de transcritos anotados con los mismos

términos en la fase de induccidn tardia presentaban un descenso de expresion.

-110 -



Resultados y discusion

Induccion tardia de la abscison de fruto maduro

Actividad catalitica
Actividadtransferasa

Uniona ATP

Actividad hidrolasa

Uniona ionmetalico

Uniéna proteina_‘

Union|

Actividadpeptidas_‘-'-'
Unidonaidondezinc

Actividad proteina quinasa
Proteinaserinaftreonina quinasa
Actividadliasa_

Uniona acidos nudeicos
Actividadtransferasa)

Actividad dimerizadora de proteinass
Actividadtransportadora de electrones
Unidna cation

Actividadfactor detransrcipcion
Union a secuenciaespecificade ADN
Unionhemo,

Actividad acitransferass
UnionFAD
Actividadtransferasa,

Actividad oxidorreductasa
UnionNADP o NADPH
Actividad hidrolasa

Uniona GTP,

Actividad ADN fotoliasa
Desaxirribodipirimidi
Respuesadedoscomponent
Succinato-CoA I

Sulfato adenilitransfer
Constituyente estructura
Uniona iondehierron
Unionalcluster hierro-azufr

il

Uniona nucledti —
Uniona NADo NADH
Actividad regulador de transcripcio
ADN (apurinico o apirimidinico..,
Uniona ADN
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Frecuencia

Figura 20. Términos de ontologia de genes GO mas abundantes durante la induccién temprana tardia de la
abscision de fruto maduro de melén para las IDs de UniProt bajo funciones metabdlicas. El analisis de
abundancia incluyé 802 transcritos con acumulacién incrementada (barras naranjas) y 1.310 transcritos con
menor acumulacién de transcritos (barras verdes).

Es interesante observar como en el caso del término “ribosoma” sucede al contrario y hay
un mayor numero de transcritos con expresion aumentada en la fase tardia mientras que
existe una mayoria de transcritos con expresién disminuida en la fase temprana. Esto
concuerda con la descripcion realizada de las figuras 17 y 18, sobre el proceso
“traduccién” y apoya la idea de que una mayor sintesis proteica es requerida durante la

induccién tardia de la abscision.
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A Induccion temprana de la abscision de fruto maduro B Induccion tardia de la abscision de fruto maduro
Membrana s L__|_1_J Membrana- ——
Integral de membrana I I l I Integral de membrana _1.
- -ﬁl I )
Niicleo Niicleo [SST
Citoplasma | I Citoplasma »
Intracelular_—l—l Intracelular [===
Cloroplasto. 2 Cloroplasto |5
Plastidio fesa Plastidio |5
Rlbosoma_ Ribosoma X
io lul . |
Region extracelu ar js Regidn extracelular [*
Ribonucleoproteina... . o]
1 Ribonucleoproteina... jusa
Fotosistema Il 1
d Transportador de protones... |
Fotosistema | . 1
1 Fotosistema | |
Cromatina 4
. 1 transportador de protones ATP...
Pared celular de tipo vegetal 1
, 1 Pared celular de tipo vegetal
Proteina fosfatasa... fosf 1
o Proteina fosfatasa
Subunidad ribosomal pequefia [* dad | E
Nicleo del proteasoma | Subunidad ribosoma pequefia |y
Complejo del proteasoma [P Acetil-CoA carboxllasa_
Reticulo endoplasmatico [* Complejo del proteasoma H
0

0 20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100120

Frecuencia Frecuencia

Figura 21. Términos de ontologia de genes enriquecidos (GO) durante la induccién temprana (A) y tardia (B)
de la abscisién de fruto maduro en meldn para IDs UniProt bajo compartimentos celulares. Andlisis de
enriquecimiento incluido: 1.709 transcritos con acumulacién incrementada de transcritos (barras naranjas), y
899 transcritos con acumulacién descendida de transcritos (barras verdes) durante la induccién temprana de
la abscisién; y 802 transcritos con acumulacién incrementada de transcritos (barras naranjas) y 1.310
transcritos con acumulaciéon descendida de transcritos (barras verdes) durante la induccidn tardia de la
abscision.

4.2.3 Rutas metabdlicas en la abscision de fruto maduro

El analisis del transcriptoma a diferentes momentos de la abscision de fruto maduro es de
gran utilidad para analizar si se producen cambios en la expresion de genes que participan
en rutas metabolicas y poder conocer si algunas rutas se encuentran inducidas o
reprimidas tanto en la inducciéon temprana (36 a 38 DPA) como en la induccién tardia (38
a 40 DPA) de la abscision. De las 9073 proteinas detectadas en total en el experimento,
1391 fueron anotadas con cédigos EC. Para identificar y definir las rutas metabdlicas se
realizé una busqueda de las anotaciones EC obtenidas en la base de datos Enciclopedia de
Kyoto de genes y genomas (KEGG; the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes database;
http://www.genome.jp/kegg; Ogata et al, 1999). Se encontraron 109 rutas metabolicas
con miembros diferencialmente expresados en la induccién temprana de la abscision
(tabla 9) y 104 rutas con miembros diferencialmente expresados en la induccién tardia de

la abscisién (tabla 10). Algunas de las rutas encontradas contenfan un gran ntiimero de
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transcritos con expresion diferencial. En la figura 22 se indican las 9 rutas que presentan
mayor numero de transcritos con expresion diferencial en ambas etapas, induccién

temprana y tardia de la abscision de fruto maduro.

(ec:00270) Metabolismo de cisteina y meteonina

(ec:00350) Metabolismo de tirosina

(ec:00710) Fijacion de carbono en organismos
fotosintéticos

(ec:00360) Metabolismo de fenilalanina

(ec:00020) Ciclo del citrato

(ec:00230) Metabolismo de purina

(ec:00630) Metabolismo de glioxilato y
dicarboxilato

(ec:00010) Glicolisis / gluconeogénesis

(ec:00500) Metabolismo de almiddn y sacarosa

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Figura 22. Rutas metabdlicas con mayor representaciéon en la busqueda de transcritos con expresion
diferencial en la base de datos KEGG. En azul, nimero de transcritos con expresion diferencial en la fase de
inducciéon temprana de la abscisién (36 - 38 DPA). En rojo, nimero de transcritos con expresion diferencial en
la fase de induccién tardia de la abscision (38 - 40 DPA).

Entre estas rutas se encuentran: “metabolismo de almiddn y glucosa” (Fig. 23), “glicélisis y
gluconeogénesis” (Fig. 24), “metabolismo de glioxilato y dicarboxilato” (Fig. 25),
“metabolismo de purina” (Fig. 26), “metabolismo del citrato” (Fig. 27) “metabolismo de
fenilalanina” (Fig. 28) “fijacién de carbono en organismos fotosintéticos” (Fig. 29),

“metabolismo de tirosina” (Fig. 30) “metabolismo de cisteina y meteonina” (Fig. 31).
4.2.3.1. Ruta del almiddn y sacarosa

En la ruta metabdlica del almidén y sacarosa (Fig. 23) se observé un mayor niimero de
transcritos expresados diferencialmente durante la induccién temprana de la abscision
que en la induccién tardia. Ademas, la mayor parte de dichos transcritos que presentan
una expresion diferencial se encuentran inducidos en la fase de induccion temprana de la

abscision y reprimidos en la fase de induccion tardia.
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Tabla 9. Rutas metabélicas con mayor nimero de genes diferencialmente expresados en la fase de induccién
temprana de la abscision de fruto maduro. En la primera columna, cédigos EC (Enzyme Commission numbers),
en la segunda columna se nombra cada ruta asignada a cada cédigo EC. Entre paréntesis, nimero de genes
expresados diferencialmente encontrados en dicha ruta.

Cddigo EC

Ruta metabdlica

ec01100
ec01110
ec01120
ec00500
ec00010
ec00630
ec00230
ec00020
ec00360
ec00710
ec00350
ec00270
ec00620
ec00260
ec00520
ec00480
ec00330
ec00040
ec00860
ec00030
ec00720
ec00071
ec00900
ec00280
ec00051
ec00190
ec00950
ec00052
ec00982
ec00680
ec00592
ec00380
ec00250
ec00564
ec00240
ec00053
ec00941
ec00310
ec00640
ec00400
ec00980
ec01040
ec00562
ec00940
ec00590
ec00460
ec00960
ec00061
ec00130
ec00627
ec00670
ec00561
ec00910
ec00780
ec00290
ec00565
ec00362
ec00920
ec00600

Metabolic pathways (161)
Biosynthesis of secondary metabolites (94)
Microbial metabolism in diverse environments (47)
Starch and sucrose metabolism (19)

Glycolysis / Gluconeogenesis (13)

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism (11)
Purine metabolism (11)

Citrate cycle (TCA cycle) (11)

Phenylalanine metabolism (10)

Carbon fixation in photosynthetic organisms (10)
Tyrosine metabolism (10)

Cysteine and methionine metabolism (9)
Pyruvate metabolism (9)

Glycine, serine and threonine metabolism (9)
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism (9)
Glutathione metabolism (9)

Arginine and proline metabolism (9)

Pentose and glucuronate interconversions (8)
Porphyrin and chlorophyll metabolism (8)
Pentose phosphate pathway (7)

Carbon fixation pathways in prokaryotes (7)
Fatty acid degradation (7)
Terpenoid backbone biosynthesis (7)

Valine, leucine and isoleucine degradation (7)
Fructose and mannose metabolism (7)

Oxidative phosphorylation (7)

Isoquinoline alkaloid biosynthesis (7)

Galactose metabolism (6)

Drug metabolism - cytochrome P450 (6)

Methane metabolism (6)

alpha-Linolenic acid metabolism (6)

Tryptophan metabolism (6)

Alanine, aspartate and glutamate metabolism (5)
Glycerophospholipid metabolism (5)

Pyrimidine metabolism (5)

Ascorbate and aldarate metabolism (5)

Flavonoid biosynthesis (5)

Lysine degradation (5)

Propanoate metabolism (5)

Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis (5)
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 (5)
Biosynthesis of unsaturated fatty acids (5)
Inositol phosphate metabolism (4)
Phenylpropanoid biosynthesis (4)

Arachidonic acid metabolism (4)
Cyanoamino acid metabolism (4)

Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis (4)
Fatty acid biosynthesis (4)

Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis (4)
Aminobenzoate degradation (3)

One carbon pool by folate (3)

Glycerolipid metabolism (3)

Nitrogen metabolism (3)

Biotin metabolism (3)

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis (3)
Ether lipid metabolism (3)

Benzoate degradation (3)

Sulfur metabolism (3)

Sphingolipid metabolism (3)
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ec00650 Butanoate metabolism (3)

ec00643 Styrene degradation (2)

ec00740 Riboflavin metabolism (2)

ec01053 Biosynthesis of siderophore group nonribosomal peptides (2)
ec00232 Caffeine metabolism (2)

ec00591 Linoleic acid metabolism (2)

ec00062 Fatty acid elongation (2)

ec00550 Peptidoglycan biosynthesis (2)

ec00830 Retinol metabolism (2)

ec00410 beta-Alanine metabolism (2)

ec00760 Nicotinate and nicotinamide metabolism (2)
ec00450 Selenocompound metabolism (2)

ec00942 Anthocyanin biosynthesis (2)

ec00906 Carotenoid biosynthesis (2)

ec00511 Other glycan degradation (2)

ec00281 Geraniol degradation (2)

ec00401 Novobiocin biosynthesis (2)

ec00770 Pantothenate and CoA biosynthesis (2)
ec00340 Histidine metabolism (2)

ec00604 Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series (1)
ec00633 Nitrotoluene degradation (1)

ec00140 Steroid hormone biosynthesis (1)

ec00254 Aflatoxin biosynthesis (1)

ec00510 N-Glycan biosynthesis (1)

ec00642 Ethylbenzene degradation (1)

ec00983 Drug metabolism - other enzymes (1)

ec00625 Chloroalkane and chloroalkene degradation (1)
ec00903 Limonene and pinene degradation (1)
ec01057 Biosynthesis of type II polyketide products (1)
ec00904 Diterpenoid biosynthesis (1)

ec00253 Tetracycline biosynthesis (1)

ec00945 Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis (1)
ec00944 Flavone and flavonol biosynthesis (1)

ec00072 Synthesis and degradation of ketone bodies (1)
ec00943 Isoflavonoid biosynthesis (1)

ec00981 Insect hormone biosynthesis (1)

ec00626 Naphthalene degradation (1)

ec00531 Glycosaminoglycan degradation (1)

ec00901 Indole alkaloid biosynthesis (1)

ec00231 Puromycin biosynthesis (1)

ec00930 Caprolactam degradation (1)

ec00430 Taurine and hypotaurine metabolism (1)
ec00908 Zeatin biosynthesis (1)

ec00195 Photosynthesis (1)

ec00966 Glucosinolate biosynthesis (1)

ec00563 Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis (1)
ec00660 C5-Branched dibasic acid metabolism (1)
ec00750 Vitamin B6 metabolism (1)

ec00521 Streptomycin biosynthesis (1)

ec00300 Lysine biosynthesis (1)
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Tabla 10. Rutas metabdlicas con mayor nimero de genes diferencialmente expresados en la fase de induccién
tardia de la abscisidn de fruto maduro. En la primera columna, cédigos EC (Enzyme Commission numbers), en la
segunda columna se nombra cada ruta asignada a cada cédigo EC. Entre paréntsis, nimero de genes
expresados diferencialmente encontrados en dicha ruta.

Codigo EC

Ruta metabdlica

ec01100
ec01110
ec01120
ec00500
ec00230
ec00270
ec00630
ec00710
ec00360
ec00720
ec00040
ec00900
ec00350
ec00010
ec00240
ec00030
ec00940
ec00860
ec00480
ec00051
ec00190
ec00330
ec00620
ec00020
ec00260
ec00520
ec00053
ec00052
ec00941
ec00400
ec00680
ec00380
ec00950
ec00250
ec00564
ec00982
ec00071
ec00310
ec00640
ec00980
ec00362
ec00410
ec00280
ec00130
ec00592
ec00920
ec01040
ec00650
ec00627
ec00562
ec00561
ec00983
ec00232
ec00460
ec00960
ec00450
ec00061
ec00643
ec00670

Metabolic pathways (133)
Biosynthesis of secondary metabolites (77)
Microbial metabolism in diverse environments (40)
Starch and sucrose metabolism (17)

Purine metabolism (8)

Cysteine and methionine metabolism (8)
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism (8)
Carbon fixation in photosynthetic organisms (7)
Phenylalanine metabolism (7)

Carbon fixation pathways in prokaryotes (7)
Pentose and glucuronate interconversions (7)
Terpenoid backbone biosynthesis (7)

Tyrosine metabolism (7)

Glycolysis / Gluconeogenesis (7)

Pyrimidine metabolism (6)

Pentose phosphate pathway (6)

Phenylpropanoid biosynthesis (6)

Porphyrin and chlorophyll metabolism (6)
Glutathione metabolism (6)

Fructose and mannose metabolism (6)

Oxidative phosphorylation (6)

Arginine and proline metabolism (6)

Pyruvate metabolism (5)

Citrate cycle (TCA cycle) (5)

Glycine, serine and threonine metabolism (5)
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism (5)
Ascorbate and aldarate metabolism (5)

Galactose metabolism (5)

Flavonoid biosynthesis (5)

Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis (5)
Methane metabolism (5)

Tryptophan metabolism (5)

Isoquinoline alkaloid biosynthesis (5)

Alanine, aspartate and glutamate metabolism (4)
Glycerophospholipid metabolism (4)

Drug metabolism - cytochrome P450 (4)

Fatty acid degradation (4)

Lysine degradation (4)

Propanoate metabolism (4)

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 (4)
Benzoate degradation (4)

beta-Alanine metabolism (4)

Valine, leucine and isoleucine degradation (4)
Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis (4)
alpha-Linolenic acid metabolism (4)

Sulfur metabolism (4)

Biosynthesis of unsaturated fatty acids (4)
Butanoate metabolism (4)

Aminobenzoate degradation (3)

Inositol phosphate metabolism (3)

Glycerolipid metabolism (3)

Drug metabolism - other enzymes (3)

Caffeine metabolism (3)

Cyanoamino acid metabolism (3)

Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis (3)
Selenocompound metabolism (3)

Fatty acid biosynthesis (3)

Styrene degradation (2)

One carbon pool by folate (2)
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ec00140
ec00590
ec00290
ec00944
ec00591
ec00062
ec00565
ec00901
ec00195
ec00906
ec00281
ec00401
ec00750
ec00600
ec00604
ec00740
ec00785
ec00254
ec00510
ec00642
ec00910
ec00903
ec01053
ec00780
ec00624
ec00253
ec00945
ec00072
ec00943
ec00830
ec00531
ec00760
ec00930
ec00430
ec00942
ec00908
ec00563
ec00511
ec00730
ec00660
ec00521
ec00300
ec00970
ec00770
ec00340

Steroid hormone biosynthesis (2)

Arachidonic acid metabolism (2)

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis (2)
Flavone and flavonol biosynthesis (2)

Linoleic acid metabolism (2)

Fatty acid elongation (2)

Ether lipid metabolism (2)

Indole alkaloid biosynthesis (2)
Photosynthesis (2)

Carotenoid biosynthesis (2)

Geraniol degradation (2)

Novobiocin biosynthesis (2)

Vitamin B6 metabolism (2)

Sphingolipid metabolism (2)

Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series (1)
Riboflavin metabolism (1)

Lipoic acid metabolism (1)

Aflatoxin biosynthesis (1)

N-Glycan biosynthesis (1)

Ethylbenzene degradation (1)

Nitrogen metabolism (1)

Limonene and pinene degradation (1)
Biosynthesis of siderophore group nonribosomal peptides (1)
Biotin metabolism (1)

Polycyclic aromatic hydrocarbon degradation (1)
Tetracycline biosynthesis (1)

Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis (1)
Synthesis and degradation of ketone bodies (1)
Isoflavonoid biosynthesis (1)

Retinol metabolism (1)

Glycosaminoglycan degradation (1)

Nicotinate and nicotinamide metabolism (1)
Caprolactam degradation (1)

Taurine and hypotaurine metabolism (1)
Anthocyanin biosynthesis (1)

Zeatin biosynthesis (1)
Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis (1)
Other glycan degradation (1)

Thiamine metabolism (1)

C5-Branched dibasic acid metabolism (1)
Streptomycin biosynthesis (1)

Lysine biosynthesis (1)

Aminoacyl-tRNA biosynthesis (1)

Pantothenate and CoA biosynthesis (1)

Histidine metabolism (1)

Este comportamiento es seguido por enzimas que degradan polisacaridos, tales como la 3-
amilasa (ec:3.2.1.2), encargada de degradar el almidén y formar moléculas mas simples
como la maltosa y maltodextrina. A su vez, la enzima que degrada la maltosa en a-D-
glucosa, la o-glucosidasa (ec:3.2.1.20) presenta la misma tendencia, aumentando su
expresion en la inducciéon temprana de la abscisiéon y disminuyendo en la tardia. Otra

enzima que se encarga de degradar polisacaridos, la pectinesterasa (ec:3.1.1.11), degrada

pectina dando lugar a pectato.
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Figura 23. Representacion grafica de la ruta del metabolismo de almidén y sacarosa segiin KEGG. Los codigos
EC en rojo codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscisiéon de fruto maduro en
melén. Las flechas de color verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la
expresion respectivamente en la etapa de induccién temprana de la abscisién. Las flechas de color verde claro
(m) y azul claro (=) representan un aumento y descenso de la expresidn respectivamente en la etapa de
induccién tardia de la abscision. ec:1.1.1.22 UDP-glucose 6-dehydrogenase; ec:2.4.1.1 Phosphorylase;
ec:2.4.1.12 Transferase; ec:2.4.1.13 Sucrose synthase; ec:2.4.1.14 Sucrose-phosphate synthase 1; ec:2.4.1.34
1,3-beta-glucan synthase; ec:2.7.1.4 Fructokinase; ec:2.7.7.27 Glucose-1-phosphate adenylyltransferase;
ec:2.7.7.9 Utp-glucose-1-phosphate uridylyltransferase; ec:3.1.1.11 Pectinesterase; ec:3.1.3.12 Trehalose-6-
phosphate synthase; ec:3.2.1.15 Polygalacturonase; ec:3.2.1.2 Beta-amylase; ec:3.2.1.20 Alpha-glucosidase;
ec:3.2.1.26 Beta-fructofuranosidase; ec:3.2.1.28 alpha-trehalase; ec:3.2.1.39 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase;
ec:3.2.1.4 Endo-beta-1,4-glucanase; ec:3.2.1.67 Polygalacturonase; ec:4.1.1.35 Dtdp-glucose 4-6-dehydratase.
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Esta enzima se encuentra inducida tanto en la induccién temprana como en la inducciéon
tardia de la abscision, y podria actuar en mecanismos de degradacion de pared celular a lo
largo del proceso de separacion celular, como ha sido observado en eventos de abscisién
en estambres, hojas y pétalos (Agusti y cols., 2009; Cai y Lashbrook, 2008; Sinh y cols,,
2011). Las poligalacturonasas que contintian degradando el pectato a D-galacturonato
también se encuentran inducidas en la fase temprana de induccién de la abscision
(ec:3.2.1.15; ec:3.2.1.67), por lo que también podrian participar en los mecanismos de
degradacion en la etapa de inducciéon temprana. Por otro lado, parece existir una
degradacion de trehalosa a D-glucosa durante la etapa de induccién temprana de la
abscision, debido a la induccién en esa etapa y posterior disminucién en la induccién
tardia de las enzimas trehalosa 6-fosfato sintasa (ec:3.1.3.12) y a-trehalasa (ec:3.2.1.28)
que catalizan la transformaciéon de trehalosa-6P a trehalosa y de trehalosa a D-glucosa
respectivamente. En general, parece haber una tendencia comuin en una serie de enzimas
que catalizan la formacion de monosacaridos activados y que se encuentran inducidas en
la fase de induccién temprana de la abscision y reprimidas en la fase de induccién tardia.
Estas enzimas son: la fructoquinasa (ec:2.7.1.4) que realiza la interconversion entre la 3-D-
fructosa y la B-D-fructosa-6P y la B-fructofuranosidasa (ec:3.2.1.26), que degrada la
sacarosa en (3-D-fructosa y a-D-glucosa. Las enzimas glucosa-1-fosfato adenililtransferasa
(ec:2.7.7.27) y UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (ec:2.7.7.9), solo se encuentran
inducidas en la fase de induccién temprana y se encargan de producir ATP-glucosa y UDP-
glucosa respectivamente. En el caso de enzimas que se encuentran reprimidas durante la
induccién de la abscisiéon se encuentran la UDP-glucosa 6-deshidrogenasa (ec:1.1.1.22),
con una expresion que disminuye en la fase temprana y tardia de la abscisién y que se
encarga de oxidar la UDP-glucosa a UDP-D-glucuronato y la dTDP-glucosa-4,6-
deshidratasa (ec:4.1.1.35), encargada de transformar UDP-D-glucuronato a UDP-D-xilosa,
y cuya expresion disminuye solo en la fase de induccidon temprana de la abscision. En el
analisis de expresion, ademas de enzimas encargadas de hidrolizar y degradar moléculas
complejas también se encontraron enzimas encargadas de sintetizarlas. Este es el caso por
ejemplo de la enzima celulosa sintasa (ec:2.4.1.12), que cataliza la formacién de celulosa,
actuando como una glucosil-transferasa que transfiere monémeros de UDP-glucosa a las
moléculas de celulosa en formacion. Esta enzima aumenta su expresion en la induccion
temprana de la abscision para descender posteriormente en la induccién tardia, lo que
sugiere que la formacion de celulosa esta activada durante la fase de inducciéon temprana
de este proceso. A su vez, la enzima que degrada la celulosa, la endo-[3-1,4-glucanasa
(ec:3.2.1.4) sigue el mismo patrén de regulacion, esta enzima se encarga de degradar la

celulosa en celobiosa y 1,4-B-glucano. Las enzimas de sintesis de sacarosa, sacarosa
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sintasa (ec:2.4.1.13) y sacarosa-P sintasa 1 (ec:2.4.1.14) aumentan su expresion en la fase
de induccion temprana de la abscision y la disminuyen en la fase de induccién tardia. Estas
enzimas catalizan la sintesis de sacarosa a partir de glucosa y fructosa. Parece ser, por
tanto, que la produccién de sacarosa esta activa durante la primera fase de induccidén de la
abscision. La sacarosa presenta una diversidad funcional en plantas superiores ya que
sirve como azucar de transporte, nutriente y molécula sefal (Winter y Huber, 2000), por
lo que su aumento de produccién durante la abscisiéon podria jugar algin papel en el
proceso. Con una regulacion similar, de aumento en la fase temprana de induccién de la
abscision y disminucidon en la fase de induccion tardia, se encuentra la enzima 1,3-3-
glucano sintasa (ec:2.4.1.34). Esta enzima se encarga de producir 1,3-3-glucano a partir de
glucosa activada. Esta molécula es uno de los componentes de la pared celular (Brownfield
y cols., 2009), por lo que la expresién diferencial de la 1,3-B-glucano sintasa podria estar
relacionada con los eventos de remodelacion de pared ocurridos en la abscisién. A su vez,
la enzima que degrada el 1,3-glucano en D-glucosa, la glucan endo-1,3-3-glucosidasa

(ec:3.2.1.39) se encuentra reprimida en la fase de induccion tardia de la abscisién.
4.2.3.2. Glicdlisis y gluconeogénesis

En la figura 24 se representa graficamente la ruta metabdlica de la glicdlisis y
gluconeogénesis. Estas dos vias comparten algunas enzimas y ambas se encuentran
estrictamente reguladas de manera que no se den en la misma célula a la vez de manera
significativa. La primera enzima al seguir el curso de la glicdlisis es la fosfofructoquinasa,
que cataliza la transformacién de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bifosfato. Esta enzima es
una de los principales reguladores de la glucolisis (van Dongen y cols., 2010). La expresion
de esta enzima se encuentra disminuida en la fase de induccién temprana de la abscision,
por lo que la via de la glicolisis podria encontrarse reprimida durante dicha fase de
induccion temprana. En contraste, puede observarse como varias enzimas de la misma via
glicolitica se encuentran inducidas al menos durante la fase de induccién temprana. Estas
enzimas son la fructosa-bifosfato aldolasa (ec:4.1.2.13) encargada de catalizar la rotura de
la fructosa 1,6-bifosfato en gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. Esta enzima
aumenta durante la induccién temprana de la abscision y su expresion desciende en la
induccién tardia del proceso. Las siguientes enzimas en la ruta son, por un lado, la triosa
fosfato isomerasa (ec:5.3.1.1), que transforma la dihidroxiacetona fosfato en
gliceraldehido 3-fosfato y que se encuentra inducida en ambas etapas de la abscisidn, y por
otro lado, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (ec:1.2.1.9), que cataliza la
conversion de gliceraldehido 3-fosfato a 3-fosfoglicerato estando esta enzima solo

inducida en la fase de induccion temprana.
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Figura 24. Representacion grafica de la ruta de glucolisis / gluconeogénesis segiin KEGG. Los cédigos EC en
rojo codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscision de fruto maduro en melén. Las
flechas de color verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la expresion
respectivamente en la etapa de induccién temprana de la abscisién. Las flechas de color verde claro (=) y azul
claro (=) representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la etapa de induccion tardia
de la abscision. ec:1.1.1.1 Alcohol dehydrogenase class III; ec:1.2.1.5 Aldehyde dehydrogenase; ec:1.2.1.9
NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; ec:1.2.4.1 Pyruvate dehydrogenase; ec:1.8.1.4
Dihydrolipoyl dehydrogenase; ec:2.7.1.11 Phosphofructokinase; ec:2.7.1.40 Pyruvate kinase; ec:2.7.2.3
Phosphoglycerate kinase; ec:4.1.1.1 Pyruvate decarboxylase; ec:4.1.1.49 Phosphoenolpyruvate carboxykinase,

ec:4.1.2.13 Fructose-bisphosphate aldolase; ec:4.2.1.11 Enolase 1; ec:5.3.1.1 Triosephosphate isomerase.
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La fosfoglicerato quinasa (ec:2.7.2.3) también muestra una expresiéon aumentada en la fase
de induccién temprana de la abscisién. Esta enzima cataliza la conversién entre 1,3-
bifosfoglicerato y el 3-fosfoglicerato, actuando en una reacciéon paralela que va a dar lugar
a la misma molécula que en el caso de la enzima anterior. La mayoria de las enzimas de la
via glicolitica tienen la capacidad de actuar tanto en el sentido de degradacién de glucosa
como en el de su sintesis. Como la enzima fosfofructoquinasa, principal regulador de la via,
solo funciona en el sentido de degradacion de glucosa y presenta una expresion
disminuida durante la fase de induccién temprana, las demas enzimas de la via podrian
actuar en sentido contrario y estar, por tanto, la via de gluconeogénesis inducida durante
la fase de induccién temprana de la abscisidn. Siguiendo la ruta de la glic6lisis en el sentido
de formacidon de piruvato la siguiente enzima que presenta una expresion diferencial es la
enolasa 1(ec:4.2.1.11). Esta enzima cataliza la reacciéon de interconversion entre el 2-
fosfoglicerato y el fosfoenolpiruvato y precede a la dltima reaccion de la glicélisis. Esta
ultima reaccidn es producida por la enzima piruvato quinasa (ec:2.7.1.40) que transforma
el fosfoenolpiruvato en piruvato. La expresién de esta enzima aumenta durante la
induccién temprana de la abscision y disminuye durante la induccién tardia del proceso.
La enzima piruvato deshidrogenasa (ec:1.2.4.1) presenta una expresiéon aumentada
durante la fase de induccién temprana de la abscisién, esta enzima forma parte de un
complejo multienzimatico, y se encarga de la descarboxilacion oxidativa del piruvato a
hidroxietil-TPP y posteriormente a S-acetil-dihidrolipoamida. Esta molécula puede
posteriormente transformarse a acetil-Coa y entrar en el ciclo del citrato por lo que el
aumento de expresion de esta enzima podria aumentar indirectamente el flujo hacia dicho
ciclo. La dihidrolipoil deshidrogenasa (ec:1.8.1.4) se encarga de regenerar la lipoamida,
molécula necesaria para llevar a cabo la reacciéon de la piruvato deshidrogenasa, la
expresion de esta enzima también aumenta durante la fase de induccién temprana de la
abscision. Por otra parte, la enzima piruvato descarboxilasa (ec:4.1.1.1) que transforma el
piruvato a acetaldehido, disminuye su expresion durante la fase de induccién temprana, lo
que podria indicar, junto con la induccién en esa misma etapa de la piruvato
deshidrogenasa que se trata de un mecanismo que favorece que la mayor parte del
piruvato siga la via que lleva al ciclo del citrato. Por el contrario, la expresiéon de esta
enzima aumenta durante la induccion tardia de la abscision. La alcohol deshidrogenasa
(ec:1.1.1.1) cataliza la conversion de acetaldehido a etanol, su expresién se encuentra
disminuida durante la fase de induccién temprana de la abscision, lo que es consistente
con la disminuciéon de expresion de la piruvato descarboxilasa al actuar en el mismo
sentido. Por otro lado, la enzima aldehido deshidrogenasa, que se encarga de transformar

el acetaldehido en acetato, aumenta su expresion en la fase de inducciéon temprana y
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disminuye en la fase de induccién tardia. La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(ec:4.1.1.49) es una de las pocas enzimas unidireccionales de este proceso, se trata de una
enzima que participa en el proceso de gluconeogénesis y su expresion aumenta durante la
primera etapa de induccion de la abscision, lo que concuerda con la posible induccién de la
ruta gluconeogénica. En resumen, la regulaciéon de la enzima fosfofructoquinasa y de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, junto con la activacién de enzimas intermedias de la via,
sugiere que la via gluconeogénica podria encontrarse activada durante la fase de
induccién temprana de la abscisién. Ademas, enzimas que efectiian la transformacién
desde piruvato hacia acetil-CoA también se encuentran inducidas durante la misma etapa,

lo que podria significar que se estd produciendo un aumento de acetil-CoA.

4.2.3.3. Metabolismo del glioxilato y dicarboxilato

La representacién grafica del metabolismo del glioxilato y dicarboxilato se encuentra en la
figura 25. Algunas enzimas que catalizan reacciones relacionadas con el metabolismo de
estas moléculas presentaron una expresion diferencial durante la induccién temprana y
tardia de la abscision del fruto maduro. Una de estas enzimas es la glutamina sintetasa
(ec:6.3.1.2) que sintetiza L-glutamina a partir de L-glutamato. Esta enzima se encuentra
inducida durante todo el proceso de abscision. El aumento de expresion de esta enzima
también ha sido también observada en la abscisién de fruto maduro de olivo (Gil-Amado y
Gomez-Jimenez., 2012) y parece participar en la abscision de flores en tomate (Meir y
cols., 2010). Otra enzima que se encuentra inducida en ambas fases de la induccién de la
abscision es la catalasa (ec:1.11.1.6), encargada de degradar el peréxido de hidrégeno. Por
el contrario, otras presentan una expresion disminuida tanto en la induccién temprana
como tardia, como es el caso de la serina hidroximetiltransferasa (ec:2.1.2.1) que cataliza
la transformacién de glicina a L-serina. La expresion de la enzima (S)-2-hidroxi-acido
oxidasa (ec:1.1.3.15) también se encuentra disminuida durante ambas fases de la
induccién de la abscisién. Esta enzima se encarga de producir glioxilato a partir de
glicolato. Habitualmente, el glicolato se transforma en glicina en el contexto de la
fotorrespiracion, por lo que la inhibicién de esta enzima podria suponer una disminucién
de la entrada de sustratos desde el glicolato hacia el ciclo del citrato. La inhibicién de la
enzima serina hidroximetiltransferasa podria actuar, por tanto, en el mismo sentido, ya
que la transformacién de glicina a serina es un paso anterior a la producciéon de piruvato.
Esto contrasta con lo observado en el andlisis de expresion de las enzimas con expresion
diferencial en la ruta de la glicélisis y gluconeogénesis (Fig. 24), en la que parecia estar

inducida la produccidn de sustratos al ciclo del citrato (Fig. 27).
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Figura 25. Representacion grafica de la ruta del metabolismo del glioxilato y el carboxilato como se representa
por KEGG. Los niimeros EC de las enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en
las ZAs durante la abscisiéon de fruto maduro en melén. Los niimeros EC de las enzimas coloreados en azul
codifican genes no expresados diferencialmente en las ZAs durante la abscisién en melén. Las flechas de color
verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la
etapa de induccién temprana de la abscisién. Las flechas de color verde claro (m) y azul claro (=) representan
un aumento y descenso de la expresidon respectivamente en la etapa de induccién tardia de la abscision.
ec:1.1.1.29 Hydroxypyruvate reductase; ec:1.1.1.37 Malate dehydrogenase; ec:1.1.3.15 Probable peroxisomal
(S)-2-hydroxy-acid oxidase 1; ec:1.11.1.6 Catalase; ec:2.1.2.1 Serine hydroxymethyltransferase; ec:2.3.1.9
Acetyl-CoA  acetyltransferase; ec:2.3.3.1 Citrate synthase; ec:3.1.3.18 2-deoxyglucose-6-phosphate
phosphatase; ec:4.1.1.39 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain; ec:4.2.1.3 Aconitate hydratase;
ec:6.3.1.2 Glutamine synthetase.
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Por otro lado, la enzima malato deshidrogenasa (ec:1.1.1.37), enzima perteneciente a
dicho ciclo, presenta una expresién disminuida durante la induccién tanto temprana como
tardia de la abscisién. Esta enzima se encarga de oxidar malato para producir oxalacetato.
La citrato sintasa (ec:2.3.3.1), enzima que condensa el oxalacetato con el grupo acetilo del
acetil-CoA para dar lugar al citrato también presenta una disminucién de la expresion
durante la fase de induccion temprana de la abscision. La aconitato hidratasa (ec:4.1.2.3),
otra enzima perteneciente al ciclo del citrato, cataliza la isomerizacién de citrato a
isocitrato. Esta enzima aumenta su expresiéon durante la induccién temprana para
descender posteriormente en la induccion tardia. Este mismo comportamiento es seguido
por la acetil CoA acetiltransferasa (ec:2.3.1.9) que cataliza la sintesis de acetacetil-CoA a
partir de CoA. Esto parece concordar con lo observado en la ruta de glicélisis y
gluconeogénesis, en la que parecia estar activada la via de sintesis de acetil-CoA. Por otro
lado, la transformacién desde D-ribulosa 1,5-difosfato hasta glicolato se encuentra activa
durante la induccién temprana de la abscision, a través de dos enzimas, la ribulosa
bifosfato carboxilasa, que produce la primera transformacion a fosfoglicolato y la 2-desoxi
glucosa-6-fosfato fosfatasa, que produce la transformacién a glicolato y cuya expresion
aumenta en la induccién temprana de la abscision y desciende posteriormente en la tardia.
En el caso del metabolismo del glioxilato y dicarboxilato, la expresién diferencial de las
enzimas no muestran la activacioén o inhibicién clara de ninguna via, aunque algunas de
ellas establecen conexiones tanto con el ciclo del citrato como con la ruta de glicolisis y

gluconeogénesis (figura 24)

4.2.3.4. Metabolismo de purinas

La figura 26 representa graficamente el metabolismo de purina. El metabolismo de las
moléculas relacionadas con la purina se encuadra dentro del metabolismo de nucleétidos,
y estd estrechamente relacionado con la sintesis y degradacion de acidos nucleicos. Al
realizar el analisis de expresion de las proteinas con expresién diferencial relacionadas
con este metabolismo se observd la activacion de algunas enzimas que actiian en el mismo
sentido. Puede observarse una activacién durante la fase de inducciéon temprana de las
enzimas que catalizan las reacciones desde algunos nucleétidos ciclicos a sus bases libres.
Estas enzimas son la fosfatasa acida (ec:3.1.3.5) que se encarga de realizar la catdlisis de

GMP, XMP, IMP y AMP en guanosina, xantosina, inosina y adenosina respectivamente.
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Figura 26. Representacion grafica de la ruta del metabolismo de purina segin KEGG. Los nimeros EC en rojo
codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscision en meldn. Los nimeros EC en azul
codifican genes no expresados diferencialmente en la ZA durante la abscisién en melén. Las flechas de color
verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la
etapa de induccién temprana de la abscision. Las flechas de color verde claro (m) y azul claro (=) representan
un aumento y descenso de la expresidon respectivamente en la etapa de induccién tardia de la abscision.
ec:1.17.3.2 Xanthine dehydrogenase; ec:1.7.3.3 Uricase; ec:2.4.2.14 Amidophosphoribosyltransferase (ATase);
ec:2.7.1.40 Pyruvate kinase; ec:2.7.4.6 Nucleoside diphosphate kinase 1; ec:2.7.4.8 Guanylate kinase; ec:2.7.7.4
Elongation factor 1-alpha; ec:2.7.7.6 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha (PEP); ec:3.1.3.5 Acid
phosphatase; ec:3.2.2.1 Inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase; ec:6.3.2.6
Phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase.; ec:6.3.4.13 Phosphoribosylamine-glycine
ligase.
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Posteriormente, la enzima purina nucleosidasa (ec:3.2.2.1) se encarga de catalizar la
reaccion hasta guanina, xantina, hipoxantina y adenina respectivamente. Esta ultima,
ademas, muestra una disminucién de su expresiéon en la fase de induccién tardia de la
abscision. El aumento de expresion de dichas enzimas sugiere que la sintesis de bases
libres podria ser necesaria en la induccién temprana de la abscision. Ademas, la reaccién
posterior de transformacion de hipoxantina en xantina esta catalizada por la enzima
xantina deshidrogenasa (ec:1.17.3.2) cuya expresién aumenta en la fase de induccién
temprana y desciende en la fase de induccidn tardia, en consonancia con las demas
enzimas presentes en la via de produccion de estas bases libres. Esta enzima también esta
encargada de transformar xantina en urato. A continuacién, la enzima uricasa, cuya
expresion aumenta durante la induccién tardia de la abscisidn, se encarga de transformar
el urato en 5’-hidroxiurato. En relacién con la via de sintesis de guanina, también parece
estar activa la produccién de GMP durante la fase de induccién temprana, ya que algunas
enzimas que conducen a su biosintesis también se encuentran inducidas durante dicha
etapa. La enzima que cataliza la transformacién entre GDP y GMP es la guanilato quinasa
(ec:2.7.4.8) cuya expresion desciende en la fase de induccion tardia. En la reaccion de
transformacion entre GTP y GDP actian enzimas con una expresion diferencial opuesta.
Por un lado, la enzima piruvato quinasa (ec:2.7.1.40), que aumenta durante la etapa de
inducciéon temprana de la abscision y disminuye en la etapa de induccion tardia, y por el
otro lado, la enzima nucleosido difosfato quinasa (ec:2.7.4.6) cuya expresion disminuye en
la primera etapa para posteriormente aumentar en la fase de induccidon tardia de la
abscision. Ambas enzimas pueden catalizar la reaccién en ambos sentidos, por lo que la
expresidon que muestran ambas indica que la piruvato quinasa funciona principalmente en
la fase de induccién temprana mientras que la nucleosido difosfato quinasa funciona
principalmente en la fase de induccién tardia. En una reaccién relacionada con esta ultima
funciona la enzima ARN polimerasa dependiente de ADN (ec:2.7.7.6), que se encarga de
polimerizar el ARN utilizando entre otras, moléculas de GTP. Esta enzima aumenta su
expresion durante la inducciéon temprana y disminuye en la fase de induccién tardia de la
abscision. La enzima amidofosforribosiltransferasa (ec:2.4.2.14) también aumenta su
expresion en la fase temprana de induccién de la abscisién y transforma la L-glutamina en
ribosilamina-5-fosfato. Por el contrario, la enzima que posteriormente transforma la
ribosilamina-5-fosfato en glicinamida ribonucleétido (GAR), la fosforribosilamina-glicina
ligasa (ec:6.3.4.13), presenta una expresién disminuida en la misma etapa de la abscision.
Existen otras enzimas con expresion diferencial en otros puntos de la ruta del
metabolismo de purina. Una de ellas es la enzima fosforribosilaminoimidazol-

succinocarboxamida sintasa (ec:6.3.2.6), que cataliza la interconversion entre CAIR (4-
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carboxi-5-aminoimidazol ribonucledtido) y SAICAR (succinilaminoimidazol-carboxamida
ribdsido), cuya expresiéon se encuentra aumentada en la fase de inducciéon temprana. Por
otro lado también se encuentra el factor de elongacion 1-a (ec:2.7.7.4), que toma como
sustrato al sulfato y lo transforma en adenililsulfato. Esta enzima también aumenta en la

fase de induccién temprana y desciende posteriormente en la fase de induccidn tardia.

4.2.3.5. Ciclo del citrato

La representacion grafica del ciclo del citrato se encuentra en la figura 27. El ciclo del
citrato es la via final comdn para la oxidacién tanto de carbohidratos, acidos grasos y
aminoacidos con el objetivo de generar ATP. Esta via metabdlica es, por tanto, de gran
importancia para el balance energético de la célula. Algunas de las enzimas con expresion
diferencial representadas dentro de esta via también forman parte de rutas anteriormente
descritas. Este es el caso de la piruvato deshidrogenasa (ec: 1.2.4.1), cuya expresion se
encuentra inducida en la etapa de induccién temprana de la abscisién, como fue descrita
en el analisis de la ruta de glicélisis y gluconeogénesis (figura 24). Esta enzima cataliza una
primera transformacién del piruvato en su ruta hacia la transformacion hasta acetil-CoA.
Primero cataliza la transformacién del piruvato a hidroxietil-TPP y posteriormente a S-
acetildihidrolipoamida. Ademas la enzima dihidrolipoil deshidrogenasa encargada de
regenerar la molécula de lipoamida necesaria para la reacciéon anterior, también se
encuentra inducida en la fase temprana de la abscision. La induccion de estas dos enzimas
podria suponer un aumento en la produccién de acetil-CoA, aunque no parece producirse
un aumento de la entrada de acetil-CoA en el ciclo, ya que la enzima citrato sintasa
(ec:2.3.3.1) disminuye su expresion en la induccién temprana de la abscision, al igual que
la enzima malato deshidrogenasa (ec:1.1.1.37) la cual se encarga de producir oxalacetato,
necesario para la reaccién de sintesis de citrato al condesarse con el acetil-CoA. Esta
enzima ademas también presenta una expresiéon disminuida en la induccién tardia de la
abscision. A su vez, la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (ec:4.1.1.49) presenta una
expresion aumentada, con lo que la conversion aumentada de oxalacetato a
fosfoenolpiruvato podria ser una sefial de una posible activacion de la ruta gluconeogénica
como se mencion6 anteriormente (figura 4.2.9). Por otro lado, existe una serie de enzimas
pertenecientes al ciclo del citrato que muestran una regulacién muy similar, estando
mayoritariamente inducidas durante la fase de induccién temprana de la abscisién, y

estando, posteriormente, reprimidas en la induccion tardia del proceso.
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Figura 27. Representacion grafica del ciclo del citrato como se representa por KEGG. Los niimeros EC de las
enzimas, coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en las ZAs durante la abscision de
fruto maduro en melén. Los nimeros EC de las enzimas coloreados en azul codifican genes no expresados
diferencialmente en las ZAs durante la abscisién en mel6n. Las flechas de color verde oscuro (=) y azul oscuro
(m) representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la etapa de induccidon temprana de
la abscision. Las flechas de color verde claro (m) y azul claro (=) representan un aumento y descenso de la
expresion respectivamente en la etapa de induccion tardia de la abscision. ec:1.1.1.37 Malate dehydrogenase;
ec:1.1.1.41 Isocitrate dehydrogenase; ec:1.1.1.42 Isocitrate dehydrogenase; ec:1.2.4.1 Pyruvate
dehydrogenase; ec:1.8.1.4 Dihydrolipoyl dehydrogenase; ec:2.3.1.61 Dihydrolipoamide succinyltransferase
component of 2-oxoglutarate dehydrogenase; ec:2.3.3.1 Citrate synthase; ec:4.1.1.49 Phosphoenolpyruvate
carboxykinase; ec:4.2.1.3 Aconitate hydratase; ec:6.2.1.4 Succinyl-CoA synthetase beta chain.
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Estas enzimas son la aconitato hidratasa (ec:4.2.1.3) que cataliza la transformacion de
citrato a cis-aconitato y posteriormente a isocitrato, dos isocitrato deshidrogenasas
(ec:1.1.1.41 y ec:1.1.1.42) que transforman el isocitrato en 2-oxoglutarato, y por otro lado,
la enzima dihidrolipoamida succiniltransferasa (ec:2.3.1.61) que participa en la formacién
de succinil-CoA y la enzima succinil-CoA sintetasa (ec:6.2.1.4) que cataliza la
transformaciéon de dicho succinil-CoA a succinato. Por un lado, podria parecer que el ciclo
se activa durante la induccidn temprana de la abscisidn, al existir enzimas pertenecientes a
dicho ciclo con una expresion aumentada durante esta fase. La disminucién de la
expresion de enzimas como la citrato sintasa y la malato deshidrogenasa provocan que
disminuya la entrada de acetil-Co4, y sugieren, en cambio, que la activacién de algunas
enzimas del ciclo podria deberse a la necesidad de interconversion entre moléculas
destinadas a otros procesos. Existen evidencias de diferentes flujos no ciclicos dentro del
propio ciclo del citrato, destinados a la creacién de materia organica. Concretamente,
algunos de estos flujos utilizarian el citrato almacenado como punto de partida (Sweetlove
y cols., 2010), lo que podria concordar en este caso con la activaciéon de enzimas a partir de

ese punto.

4.2.3.6 Otras rutas metabdlicas

Ademas de las rutas metabdlicas analizadas previamente, también se encontraron otras rutas
metabdlicas que contenian genes diferencialmente expresados en las distintas etapas de la
abscisiéon de fruto maduro de meldn. Este es el caso del metabolismo de fenilalanina (Fig. 28),
del metabolismo relativo a la fijacion de carbono en organismos fotosintéticos (Fig. 29), del
metabolismo de tirosina (Fig. 30) y del metabolismo de cisteina y meteonina (Fig. 31). Las

figuras representando estas rutas metabdlicas se encuentran a continuacién
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Figura 28. Representacion grafica de la ruta del metabolismo de fenilalanina segin KEGG. Los nimeros EC

coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscisién de melén. Los

numeros EC coloreados en azul codifican genes no expresados diferencialmente en la ZA durante la abscision.
Las flechas de color verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la expresion

respectivamente en la etapa de induccidén temprana. Las flechas de color verde claro (=) y azul claro (=)

representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la etapa de induccién tardia.

ec:1.1.1.157

4-

ec:1.13.11.27

Peroxidase;

ec:1.11.1.7

dehyrogenase;

3-hydroxyacyl-CoA

ec:1.4.3.4 Amine oxidase;

ec:1.2.1.5 Aldehyde dehydrogenase;

hydroxyphenylpyruvate dioxygenase;

ec:2.1.1.104 Probable caffeoyl-CoA O-methyltransferase At4g34050; ec:2.6.1.1 Ornithine aminotransferase;

ec:2.6.1.5 Phosphoserine aminotransferase;

ec:4.2.1.17 Enoyl-CoA hydratase; ec:4.3.1.24 Phenylalanine

ammonia-lyase; ec:6.2.1.12 4-coumarate--CoA ligase 2.

’
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Figura 29. Representacion grafica de la ruta del metabolismo de fijacién de carbono segiin KEGG. Los nimeros
EC coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscisién en melén. Los
numeros EC coloreados en azul codifican genes no expresados diferencialmente en la ZA durante la abscision.
Las flechas de color verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la expresion
respectivamente en la etapa de induccién temprana de la abscision. Las flechas de color verde claro (=) y azul
claro (=) representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la etapa de induccién tardia
de la abscision. ec:1.1.1.37 Malate dehydrogenase; ec:2.6.1.1 Transaminase mtnE; ec:2.7.1.19
Phosphoribulokinase; ec:2.7.2.3 Phosphoglycerate kinase; ec:4.1.1.39 Ribulose bisphosphate carboxylase small
chain; ec:4.1.1.49 Phosphoenolpyruvate carboxykinase; ec:4.1.2.13 Fructose-bisphosphate aldolase; ec:5.1.3.1
Ribulose-phosphate 3-epimerase; ec:5.3.1.1 Triosephosphate isomerase; ec:5.3.1.6 Ribose-5-phosphate
isomerase.
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Figura 30. Representacién grafica de la ruta del metabolismo de tirosina segin KEGG. Los ntimeros EC
coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscisién en melén. Los
numeros EC coloreados en azul codifican genes no expresados diferencialmente en la ZA durante la abscision.
Las flechas de color verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la expresion
respectivamente en la etapa de induccién temprana de la abscision. Las flechas de color verde claro (m) y azul
claro (=) representan un aumento y descenso de la expresion respectivamente en la etapa de induccion tardia
de la abscision. ec:1.1.1.1 Alcohol dehydrogenase; ec:1.10.3.1 Polyphenol oxidase; ec:1.13.11.27 4-
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase. ec:1.13.11.5 Homogentisate 1,2-dioxygenase; ec:1.2.1.5 Aldehyde
dehydrogenase; ec:1.4.3.4 Amine oxidase; ec:2.6.1.1 Transaminase mtnE; ec:2.6.1.5 Tyrosine
aminotransferase; ec:3.7.1.2 Fumarylacetoacetate hydrolase; ec:4.1.1.68 Fumarylacetoacetate hydrolase.
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Figura 31. Representacién grafica de la ruta del metabolismo de cisteina y meteonina segin KEGG. Los
numeros EC coloreados en rojo codifican genes expresados diferencialmente en la ZA durante la abscisiéon en
melén. Los niimeros EC coloreados en azul codifican genes no expresados diferencialmente en la ZA durante la
abscision. Las flechas de color verde oscuro (m) y azul oscuro (m) representan un aumento y descenso de la
expresion respectivamente en la etapa de induccién temprana de la abscisién. Las flechas de color verde claro
(m) y azul claro (=) representan un aumento y descenso de la expresidon respectivamente en la etapa de
induccion tardia de la abscisién. ec:1.1.1.1 Alcohol dehydrogenase; ec:1.10.3.1 Polyphenol oxidase;
ec:1.13.11.27 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase. ec:1.13.11.5 Homogentisate 1,2-dioxygenase; ec:1.2.1.5
Aldehyde dehydrogenase; ec:1.4.3.4 Amine oxidase; ec:2.6.1.1 Transaminase mtnE; ec:2.6.1.5 Tyrosine
aminotransferase; ec:3.7.1.2 Fumarylacetoacetate hydrolase; ec:4.1.1.68 Fumarylacetoacetate hydrolase.
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CAPITULO 3:
EXPRESION GENICA RELACIONADA CON ABSCISION

4.3.1. Caracterizacion de genes relacionados con pared celular asociados a

induccién temprana y tardia de la abscision de fruto maduro

Mediante la utilizaciéon de microarrays y técnicas de seleccidn diferencial, investigaciones
anteriores han identificado genes relacionados con la modificacién de pared celular
especificos de la ZA o presentes en gran cantidad en ella (Botton y cols., 2011; Meir y cols.,
2011; Gonzalez-Carranza y Roberts, 2012). Los analisis de nuestro conjunto de datos
confirmaron la acumulacién inducida en abscision de transcritos supuestamente
involucrados en la modificacién de la composicion y propiedades de la pared celular,
incluyendo 79 genes expresados diferencialmente que codifican proteinas con posibles
funciones en la remodelaciéon de la pared celular durante la abscision de melén. A
continuaciéon se muestran los genes relacionados con pared celular que presentaron
expresion diferencial en la fase de induccion temprana de la abscision (tabla 11) y en la

fase de induccidn tardia de abscision (tabla 12).

De los genes expresados diferencialmente relacionados con la pared celular, 52 (3
poligalacturonasas (PGs), dos pectinesterasas (PEs), una B-fructofuranosidasa, dos a-
expansinas (a-EXPs), 3 B-expansinas (f-EXPs), una quitinasa, una 3-1,3-glucanasa, cinco
endo-f-1,4-glucanasas (EGases o Cels), una glucano endo-1,3-B-glucosidasa, una
xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH), dos pectato liasas (PLs), nueve -
galactosidasas, y otras proteinas) se indujeron exclusivamente durante la induccién
temprana de la abscisién, y seis (dos PEs, una extensina (EXT), una quitinasa y dos -
EXPs) aumentaron exclusivamente durante la induccién tardia de la abscisién, mientras
que solo dos genes de EXT aumentaron tanto en la induccién temprana como en la tardia.
Por tanto, esta aproximacidén proporciond resultados que corroboraron y ampliaron
experimentos previos, identificando rutas de sintesis y disolucién de pared celular como
los inducidos durante la abscisién de otros érganos de la planta tales como frutos

inmaduros, flores y hojas (Botton y cols., 2011; Meir y cols., 2010; Agusti y cols., 2009).
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Tabla 11. Genes relacionados con la pared celular inducidos o reprimidos en la ZA del fruto a 38 DPA en
relacion a 36 DPA durante la induccidon temprana de la abscisién de fruto maduro de meldn. La tabla muestra
el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacién (RPKMx1000) en las 3 muestras: (a) separacion
pre-celular de la AZ (36 DPA), (b) separacién celular parcial de la AZ (38 DPA, induccién temprana de

Resultados y discusion

abscision), (c) separacion celular casi completa (40 DPA, induccidn de abscision tardia).

UniProt ID 36 DPA 38DPA 40 DPA Descripcion

Transcritos

inducidos

B9RVQ4 0 48.57 0 Polygalacturonase = Ricinus communis

B9SSX1 0 280.74 0 Polygalacturonase = Ricinus communis

081245 0 3309.69 0 Polygalacturonase, MPG2 = Cucumis melo

B9RD90 0 60.31 60.95 Pectinesterase = Ricinus communis

B9H3W4 0 79.11 0 Pectinesterase = Populus trichocarpa

Q43111 0 14.91 0 Pectinesterase 3 '(PE 3) (Pectin methylesterase 3) MPE3 =
Phaseolus vulaaris

B9GXZ7 0 11.33 0 Pectinesterase = Populus trichocarpa

B9R9Q8 0 875.40 0 21 kDa protein. putative = Ricinus communis

B9S5X9 0 2075 0 Beta-fruc_tofuranosidase. cell wall isozyme = Ricinus
communis

Q38913 25.02 115.28 403.93 Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4) EXT1 EXT4 At1g76930

QI9FS16 0 23.41 23.41 Extensin-3 (AtExt3) (AtExt5) EXT3 EXT5 At1g21310

Q8W5B0 0 25.13 0 Alpha-expansin 3 = Cucumis sativus

Q8W5A6 0 189.94 42.83 Alpha-expansin 7 = Cucumis sativus

Q2v728 0 201.83 30.58 Expansin 5 = Cucumis sativus

B9RW20 0 38.61 0 Beta-expansin 3 = Ricinus communis

A1X8W4 0 599.03 0 Beta expansin 1, EXPB1 = Solanum tuberosum

Q7M1KO0 0 275.74 0 Chitinase = Lagenaria siceraria

P54904 0 27.77 8 Pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR) (Protein EMBRYO
DEFECTIVE 2772). At5214800 -

QILVJ1 0 772 0 Cucumisin-like serine protease; subtilisin-like protease.
At3214067

B2ZP02 30.91 2218.35 114.97 Beta-1.3-glucanase = Vitis vinifera

Q9ZSP9 0 21.33 0 Endo-beta-1.4-D-glucanase (Cel8) = Solanum lycopersicum

Q25B23 0 29.56 0 Endo-beta-1.4-glucanase, eg4 = Prunus persica

B9T947 0 35.46 0 Endo-1.4-beta-glucanase = Ricinus communis

P22503 0 806.45 0 Endoglucanase (Abscission cel.lulase) (Endo-1.4-beta-
glucanase) = Phaseolus vulaaris

QOKIX2 10.18 10.71 11.25 Endoglucanase, CmEGasel = Cucumis melo

Q6V596 0 458.75 0 Endo-1.4-beta-glucanase = Malus domestica

P52408 0 113333 0 Glucan endo.-1.3-beta-glucosidase. basic isoform (PpGns1) =
Prunus persica

COIRHZ 0 46.60 0 Xylf)g.lucan endotransglucosylase/hydrolase 13 = Actinidia
deliciosa

Q2ZHV87 0 31.70 0 Alph.a-1.4-glucan-protein synthase (UDP-forming) =
Medicaao truncatula

Q7XAS3 0 13.26 0 Beta-D-glucosidase = Gossypium hirsutum

B9T066 0 11.82 0 Alpha-glucosidase = Ricinus communis

BI9STU2 0 28.89 7.22 Neutral alpha-glucosidase ab = Ricinus communis

BIMWS0 0 6.35 0 Beta-galactosidase = Populus trichocarpa

B9RK64 0 7.14 0 Beta-galactosidase = Ricinus communis
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C6F122
QILLTO
BISWC7
B9HFB3
Q5CCP8
D7TB77

BO9HDL7

QYFE06

P41376
B9STK4
Q9YFLCO
D7T7P7
022197
D7TEC1
D7T9Z2
B9YHIG2
B9HXH9
Q8VYW6
Q41360
D7T7B8
B9S561
Q6U7H9

Transcritos
reprimidos

A2Q3Z3
Q06802
Q9SL03
QO6BIS
024548
D7THX8

Q9ZSP8

12.91
8.38
9.56
26.71
55.87
1.60

24.78

10.63
13.69
14.64
15.34
16.00
24.40

26.65

374.86

43.68
200.00
34.97
6.28
17.27
12.80
128.87
73.86
42.83
74.59
823.80
182.07
827.66

92.50

28.31

58.64

4.06

40.89

13.96

0

1223.80

Beta-galactosidase = Glycine max
Beta-galactosidase TBG5= Solanum lycopersicum
Beta-galactosidase = Ricinus communis
Beta-galactosidase = Populus trichocarpa
Beta-galactosidase = Pyrus pyrifolia
Beta-galactosidase = Vitis vinifera
Beta-galactosidase = Populus trichocarpa

Protein EXORDIUM like 2, Phi-1-like protein,
AT5g64260/MSJ1_10

Eukaryotic initiation factor 4A-1 (elF-4A-1), TIF4A-1 RH4
At3213920 MDC16.4
Transferase = Ricinus communis

Peroxidase 52 (Atperox P52) (EC 1.11.1.7) (ATP49), PER52

P52 At5205340 K18123.14
Whole genome shotgun sequence of line PN40024.

scaffold 39.assemblv12x = Vitis vinifera
RING-H2 finger protein RHC1a, At2g40830

Whole genome shotgun sequence of line PN40024.
scaffold 59.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera
Whole genome shotgun sequence of line PN40024.
scaffold 11.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera

Predicted protein = Populus trichocarpa
Predicted protein = Populus trichocarpa
AT4g39640/T19P19_30

Pathogenesis-related protein PR-4 type = Sambucus nigra

Whole genome shotgun sequence of line PN40024.
scaffold 20.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera

Pectate lyase = Ricinus communis

Pectate lyase = Malus domestica

Pectinesterase = Medicago truncatula

Extensin = Nicotiana tabacum

Callose synthase 2 (EC 2.4.1.34) (1.3-beta-glucan synthase).

CALS2 GSL3 At2231960
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 2, XTH2 =
Cucumis melo

Type Illa membrane protein cp-wap13 = Vigna unguiculata

Whole genome shotgun sequence of line PN40024.
scaffold 7.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera

Latex-abundant protein, LAR = Hevea brasiliensis
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Tabla 12. Genes relacionados con la pared celular inducidos o reprimidos en la ZA del fruto a 40 DPA en
relacién a 38 DPA durante la induccién temprana de la abscision de melén. La tabla muestra el conteo total de
lecturas para cada gen tras la normalizacién (RPKMx1000) en las 3 muestras: (a) separacién pre-celular de la
AZ (36 DPA), (b) separacion celular parcial de la AZ (38 DPA, induccion temprana de abscisién), (c) separacién

Resultados y discusion

celular casi completa (40 DPA, induccién de abscision tardia)

UniProt ID 36 DPA 38 DPA 40 DPA Descripcion
Transcritos
inducidos
D7U7V9 0 0 45.04 Pectinesterase = Vitis vinifera
B9RD90 0 60.31 60.95 Pectinesterase = Ricinus communis
Q38913 25.02 115.28 403.93 Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4). EXT1 EXT4 At1g76930
' ' ' F22K20.3
Q09082 0 4.29 23.19 Extensin (Class I), tegl = Solanum lycopersicum
B9RPJ5 0 0 7.26 Chitinase = Ricinus communis
B9VQ34 15.93 31.86 84.55 Class 1V chitinase = Pyrus pyrifolia
Q41360 42.85 823.80 1223.80 Pathogenesis-related protein PR-4 type (Fragment) =
' ' ‘ Sambucus
B9T775 0 0 12.87 Beta-expansin 1a putative, Expansin-like CBD domain (1),
: Expansin-like EG45 domain (1) = Ricinus communis
D7U4W1 0 0 63.06 Expansin-like CBD domain (1), Expansin-like EG45 domain
' (1) = Vitis vinifera
QOKIX2 10.18 10.71 11.25 Endoglucanase, CmEGasel = Cucumis melo
Q9AVAS8 683.81 0 13496.24 Endochitinase, MCHT-2 = Cucumis melo
QIFLCO 0 34.97 58.64 Peroxidase 52 (Atperox P52) (EC 1.11.1.7) (ATP49). PER52
: : P52 At5205340 K18123.14
Transcritos
reorimidos
081245 0 3309.69 0 Polygalacturonase, MPG2 = Cucumis melo
B9RVQ4 0 48.57 0 Polygalacturonase = Ricinus communis
B9SSX1 0 280.74 0 Polygalacturonase = Ricinus communis
B9H3W4 0 79.11 0 Pectinesterase = Populus trichocarpa
Q43111 0 1491 0 Pectinesterase 3 (PE 3) (Pectin methylesterase 3), MPE3 =
: Phaseolus vulaaris
B9R9QS 0 875.40 0 21 kDa protein, enzyme inhibitor activity; pectinesterase
' activitv = Ricinus communis
B9GXZ7 0 11.33 0 Pectinesterase = Populus trichocarpa
B9S5X9 0 20.75 0 Beta-fructofuranosidase. cell wall isozyme = Ricinus
) communis
Q01943 0 117.86 81.03 Extensin (Class I) = Solanum lycopersicum
Q8W5B0 0 25.13 0 Alpha-expansin 3 = Cucumis sativus
A1X8W4 0 599.03 0 Beta expansin 1, EXPB1 = Solanum tuberosum
B9RW20 0 38.61 0 Beta-expansin 3, putative = Ricinus communis
P54904 0 27.77 0 Pyrroline-5-carboxylate reductase (P5C reductase) (P5CR)
: (Protein EMBRYO DEFECTIVE 2772). PROC1 EMB2772
Cucumisin-like serine protease; subtilisin-like protease
9LV]1 0 7.72 0 ’ ’
Q9L At3214067
P22503 0 806.45 0 Endoglucanase (Abscission cellulase) (Endo-1.4-beta-
: glucanase) = Phaseolus vulaaris
B2ZP02 30.91 2218.35 114.97 Beta-1.3-glucanase = Vitis vinifera
Q6V596 0 458.75 0 Endo-1.4-beta-glucanase = Malus domestica
Q25B23 0 29.56 0 Endo-beta-1.4-glucanase, eg4 = Prunus pérsica
DOR6J2 11.69 49.70 0 1.3-beta-glucan synthase (EC 2.4.1.34), cals4 = Malus
: : domestica
Eukaryotic initiation factor 4A-1 (elF-4A-1) (ATP-
P41376 0 43.68 28.31
dependent RNA helicase elF4A-1) (DEAD-box ATP-
COIRHZ 0 46.60 0 Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 13 = Actinidia

deliciosa
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Q2HV87 0 31.70 0 ﬁll:);i;,.:gllrnc:;z)lzotein synthase (UDP-forming) =
s 0 umIm 0 e e
Q7XAS3 0 13.26 0 Beta-D-glucosidase = Gossypium hirsutum

B9T066 0 11.82 0 Alpha-glucosidase = Ricinus communis

B9T947 0 35.46 0 Endo-1.4-beta-glucanase = Ricinus communis

Q9ZSP9 0 21.33 0 Endo-beta-1.4-D-glucanase, Cel8 = Solanum lycopersicum
B9S561 0 827.66 0 Pectate lyase = Ricinus communis

Q6U7H9 0 92.50 0 Pectate lyase = Malus domestica

B9HDL7 0 26.65 0 Beta-galactosidase = Populus trichocarpa

Q5CCP8 0 16.00 0 Beta-galactosidase, PpGALS = Pyrus pyrifolia

B9HFB3 0 15.34 0 Beta-galactosidase = Populus trichocarpa

B9SWC7 0 14.64 0 Beta-galactosidase = Ricinus communis

C6F122 0 10.63 0 Beta-galactosidase = Glycine max

D7TB77 0 24.40 2.00 Beta-galactosidase = Vitis vinifera

BI9RK64 0 7.14 0 Beta-galactosidase = Ricinus communis

QILLTO 0 13.69 0 Beta-galactosidase, TBG5 = Solanum lycopersicum

A2Q575 25.07 91.95 0 f;z;io;li:: ;),,::,I;-(:II;SIZ family 19 (uncharacterized protein) =
D7T7B8 0 182.07 0 Whole genome shotgun sequence of line PN40024.

scaffold 20.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera
AT5g64260/MSJ1_10 (Phi-1-like protein) (Putative phi-1

QI9FE06 0 374.86 0 X
protein). At5264260
B9STK4 10.52 200.00 0 Transferase = Ricinus communis
B9HIG2 58.17 73.86 0 Predicted protein = Populus trichocarpa
Whole genome shotgun sequence of line PN40024.
D7T7P7 o7
0 6.28 0 scaffold 39.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera
D7TVI6 3.59 8.09 0 Whole genome shotgun sequence of line E.’l\_l40_02.4.
scaffold 25.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera
Q8VYW6 0 74.59 0 AT4g39640/T19P19_30 (At4g39640/T19P19_30)
D7TEC1 0 12.80 0 Whole genome shotgun sequence of line E.’]\.I4-0.()2.4.
scaffold 59.assemblv12x (Fragment) = Vitis vinifera
Q7M1KO0 0 275.74 0 Chitinase = Lagenaria siceraria

En el grupo A, los transcritos mas abundantes codifican XTH2 y calosa sintasa 2 (CALS2).
Como las xiloglucano endotransglicosilasas (XTHs) estdn involucradas en la modificacion
de la carga y transporte de componentes de la pared celular, aumentaban normalmente
durante el proceso de abscision en hojas de soja, estambre de arabidopsis, hojas de
citricos, flores de tomate y pétalos de rosa (Meir y cols., 2010; Agusti y cols., 2007; Tucker
y cols., 2007; Cai y Lashbrook, 2008; Singh y cols., 2011).

En la figura 32 se representan los perfiles de expresién de diferentes genes relacionados

con biogénesis y degradacion de la pared celular durante la abscisiéon de fruto maduro de

melon.
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Dias post antesis

36 38 40 Biogénesis/degradacion de pared celular

» ATX8W4 | Beta-expansina 1 B

=« BORW20 0 Beta-expansina 3

« BOT775 0 Beta-expansina 12

» D7TU4W1 CBD expansina-like EXPs

= QBWSAB 0 Alfa-expansina 7

« Q8WSB0 Alfa-expansina 3

= Q2V728 Expansina 5 _<

= BOT947 0 Endo-1,4-beta-glucanasa

» QBV596 Endo-1,4-beta-glucanasa

« P22503 00 Endo-1,4-beta-glucanasa EGasas
« Q25823 Endo-beta-1,4-glucanasa, Celd

« Q9ZSP9 0 Endo-beta-1,4-D-glucanasa, Cel8

= QOKIX2 Endoglucanasa, CmEGasal q<

« BO9HDL7 Beta-galactosidasa

* BORK64 8 Beta-galactosidasa

« D7TB77 Beta-galactosidasa

« C6F122 Beta-galactosidasa B_ga'actosidasa
* BOMWS0 Beta-galactosidasa

« BOHFB3 Beta-galactosidasa

= Q5CCP8 4 Beta-galactosidasa

» BOSWC7 Beta-galactosidasa

« QOLLTO Beta-galactosidasa

+ COIRH2 XTH13 XTHs

= QOEBIS XTH2

« B9STU2 80 Alfa glucosidasa neutral ab .
« BOT066 A[fa-zlucosidasa a-glucomdasa
» 022197 Proteina RHC1a, RING-H; finger

+ B9S561 0 Pectato liasa PLs

« Q6UTHS Pectato liasa

= BORD90 p Pectinesterasa

« DTU7V9 Pectinesterasa

» A2Q3Z3 0 Pectinesterasa

« BOGXZ7 0 Pectinesterasa PEs

= Q43111 Pectinesterasa3

= BOH3IW4 Pectinesterasa

*« DORBJ2 1,3-beta-glucano sintasa, cals4

= Q9SLO3 Calosa sintasa 2

« BOS5X9 Beta-fructofuranosidasa

« B2ZP02 Beta-1,3-glucanasa B_l 3_g|uca nasas
= P52408 0 Glucan endo-1,3-beta-glucosidasa !

« BOR9QS 4 Pectinesterasa

» B9SSX1 Poligalacturonasa

- 081245 0 Poligalacturonasa, MPG2 PGs

« BORVQ4 Poligalacturonasa

» BOHIG2 80 Glucogenina glucosiltransferasa

= BOHXH9 b Glucogenina glucosiltransferasa

« D7TT9Z2 Glucogenina glucosiltransferasa

« 024548 Proteina de membrana tipolila

- Q2HV87 Alfa-1,4-glucano-proteina sintasa

« P41378 Factor de iniciacion eucaridtico 4A-1

« Q7XAS3 Beta-D-glucosidasa -

= Q38913 Extensina-1, EXT1-EXT4

+ QOFS16 U Extensina-3, EXT3-EXTS

. qo6802 B Extensina

« Q01943 Extensina EXTs

« Q09082 Extensina

« D7T7B8 Celulosa sintasa =

+D7TVI6 ; Celulosa sintasa Celulosa sintasas
« DTT7P7 Celulosa sintasa

= DTTHX8 Celulosa sintasa -

» A2Q575 Glucésido hidrolasa —_

« BORPJS Quitinasa

- BOVQ34 Quitinasa de clase IV Quitinasas
« QOAVAS Endoquitinasa, MCHT-2 _J

Expresién relativa entre etapas (%)

I B B0 50-75.75-99 100

Figura 32. Perfil de expresion de familias génicas que codifican diferentes proteinas relacionadas con
pared celular durante la abscision de fruto maduro de meldn. Las secuencias fueron seleccionadas tras
establecer un P< 0,01. Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para
la muestra que presenta el nivel maximo de expresidn, la abundancia de transcritos normalizada se expresa
como el nimero de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresién se indica
como porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo
de colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Los resultados mostraron que dos XTHs: CmXTHZ y CmXTH13, disminuyen y aumentan,
respectivamente, durante la induccién temprana de la abscision, sugiriendo que el papel
de CmXTH?Z2 en la ZA de fruta madura podria estar relacionado con el mantenimiento de la
integridad estructural de la pared celular, y su posterior disminucién durante la induccién
temprana de la abscision de melon podria contribuir a la desorganizaciéon de la pared
celular, lo cual estaria regulado a través de diferentes genes de XTH como CmXTH13. Por
otra parte, la expresion de CmXTH13 estd fuertemente reprimida durante la induccion
tardia de la abscisiéon en la ZA de meldn, lo que sugiere que su accién podria no ser
importante para la reestructuracion tras la separacion de las células de la ZA. Ha sido
demostrado que la expresion de otros genes de XTH en melén (CmXTH1 y CmXTH3) esta
asociada con la maduracién, pero solo de una manera parcialmente dependiente del
etileno, lo que sugiere que no juegan un papel significativo en el reblandecimiento de
frutos de melén dependiente de etileno (Rose y cols., 1998). Anteriormente, la enzima
XTH2 ha sido identificada como una XTH bajo el control de brasinoesteroides (BR),
mientras que XTH13 ha sido identificada como una XTH bajo el control combinado de BRy
auxinas en las respuestas de escape al sombreado inducidas por luz azul en plantulas de
Arabidopsis thaliana (Keuskamp y cols., 2012). De manera homologa, la auxina y los BR
podrian regular CmXTH13 durante la abscisién de melén, por lo cual regularian la
organizacién de la pared celular en la ZA. Asi, estos resultados indican que los dos genes
XTH han diversificado su perfil de expresion dentro de las ZAs de frutos como una manera

de adoptar competencias para funciones especificas en las dinamicas de pared celular.

A 38 DPA, tres genes de poligalacturonasas (PGs) diferentes son inducidos en la ZA de
meldn, siendo reprimidos posteriormente. El analisis mostré que la expresion de MPG2, y
no la de MPG1, es inducida y reprimida en la ZA de meldn durante la induccién temprana y
tardia de la abscision respectivamente, sugiriendo que MPGZ2 podria participar en los
eventos tempranos de desorganizacion influyendo en la porosidad de la pared. Analisis
genéticos han demostrado que ADPG1 y ADPGZ2 son esenciales para la dehiscencia de las
silicuas en Arabidopsis (Ogawa y cols., 2009). Ademas, ADPGZ2 contribuye a la abscision de
organos florales, mientras que los dos genes, ADPG1 y ADPGZ2, contribuyen a la dehiscencia
de las anteras (Ogawa y cols., 2009). Los datos también muestran que 2 genes de
pectinliasas (PL) y 3 de pectinesterasas (PE) aumentaron fuertemente durante la
inducciéon temprana de la abscision, lo que sugiere que estos tipos de enzimas podrian
también contribuir a la desorganizacién de la pared asociada con la abscisiéon de melodn,
como se indicd previamente en abscision de estambres, hojas y pétalos (Agusti y cols.,

2009; Cai y Lashbrook, 2008; Sinh y cols., 2011). De manera similar, nuestros resultados
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indican que 5 genes de expansinas (EXP): EXP5, B-EXP1, B-EXP3, a-EXP3 y a-EXP7
aumentaron durante la induccién temprana de la abscisién, como habia sido observado
previamente en el proceso de abscision (Tucker y cols., 2007; Zhu y cols., 2011). Estos
resultados aumentan la posibilidad de que muchas EXPs podrian actuar en la expansion
celular durante la induccién temprana de la abscisiéon de melén. Por otro lado, en nuestro
analisis se encontr6 que dos genes relacionados con pared celular: EXT1-EXT4 y EXT3-
EXTS5, eran inducidos especificamente en la ZA de melon durante las etapas temprana y
tardia de la induccién de la abscisién. El gen EXT1-EXT4 se induce por heridas, y por una
serie de estimulos tales como ABA, JA, y acido salicilico (SA) (Merkouropoulos y Shirsat,

2003).

En los andlisis realizados, un nuevo gen relacionado con pared celular: EXORDIUM (EXO)
like 2 (EL2), se encontr6 que aumentaba en la ZA de melén durante la induccién temprana
de la abscision. Este gen EXO extracelular fue identificado como un mediador potencial del
crecimiento promovido por BR (Farrar y cols., 2003), y es parte de una familia génica con
8 miembros en Arabidopsis. Como EXO estd presumiblemente involucrado en un proceso
de sefializacion que coordina las respuestas a BR con senales ambientales o de desarrollo,
no puede descartarse que la proteina EXO pudiera estar involucrada en la expansién
celular asociada con la induccién temprana de la abscision de meldn. Recientemente, ha
sido descubierto que otro gen bajo el control de BR, XET-BR1, esta involucrado en la
abscision de flores de tomate (Meir y cols., 2010). Por tanto, aqui encontramos una fuerte
induccién de EXO en la ZA de melén lo cual podria probablemente actuar corriente abajo
de la ruta de sefializaciéon del BR en la ZA de melén, y podria mediar en la abscisién a

través de modificaciones de las propiedades de la pared celular y el metabolismo.

El perfil del grupo C incluye transcritos acumulados en la muestra de la ZA a 40 DPA, tales
como una PE, dos quitinasas, dos B-EXPs, y dos EXTs, lo que indica que estos tipos de
enzimas podrian ser requeridos para la separacion celular completa del fruto maduro, y
posiblemente, para la reestructuracion de la pared celular tras la separacion celular de la
ZA. La acumulaciéon de quitinasas ha sido asociada con la defensa de la planta (Li y cols.,
2009; Agusti y cols., 2009), y con la abscisiéon promovida por etileno en hojas de citricos
(Agusti y cols, 2009), donde los seis genes encontrados que codifican quitinasas y una
endoglucanasa hevein-like estaban sobreexpresados en las células corticales del peciolo
tras el tratamiento con etileno. En el presente trabajo, los andlisis de pirosecuenciacion de
la ZA revelaron que de los cuatro genes analizados que codifican quitinasas, la expresién

de 3 genes esta inducida en la ZA de mel6n durante la abscision (1 en fase tempranay 2 en
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tardia), mientras que la expresion de solo una endoquitinasa (MCHT-2) se reprime y se
induce durante la induccién temprana y tardia de la abscisidn, respectivamente, indicando
que MCHT-2 actia exclusivamente en eventos tardios a lo largo de la separacién celular en
meldn. Asi, el estudio indica que todos los miembros de las familias PG, PL, EGasa, -1,3-
glucanasa, [-glucosidasa, y [3-galactosidasa, aumentaron fuertemente solo durante la
inducciéon temprana de la abscisidn, lo que sugiere que estos tipos de enzimas actan
sinérgicamente en los eventos tempranos de desorganizacién para remodelar la pared
celular, mientras que se observé que la expresiéon de miembros de las familias PE, EXP, a-
glucosidasa, y EXT eran inducidos durante la induccién temprana y permanecian estables
o aumentaban a lo largo de la separacién celular, lo que implica que estos tipos de enzimas

tienen el potencial para realizar funciones en la desorganizacion y la separacidn celular.

4.3.2. Caracterizacion de genes relacionados con trafico de vesiculas

La expresion de genes inducidos en la ZA de melén indica una reorganizaciéon de la pared
celular entre 38 y 40 DPA. Los cambios en la disposicién de material de la pared requieren
formaciéon de vesiculas y transporte, lo que se refleja en un gran nimero de genes
inducidos a 38 DPA (tabla 13). Motores de kinesina y Rab-GTPasas junto con tubulinas
estan potencialmente involucrados en el transporte de organulos y vesiculas (Deneka y
cols,, 2003). En particular, ha sido demostrado que las Rab-GTPasas son reguladores
importantes del trafico de endomembranas, mediando la comunicacién entre vacuola,
membrana plasmatica, ER, Golgi y pared celular (Lycett, 2008). Sin embargo, se conoce
poco sobre la participacién de las Rab-GTPasas en abscisién. Entre las Rab-GTPasas
identificadas en nuestro andlisis, 22 de ellas fueron inducidas a 38 DPA en la ZA de mel6n
(tabla 13), lo que indica que al menos algunas participan en la secrecién y/o reciclaje de

componentes de la pared celular durante la induccién temprana de la abscisiéon de meldn.

Las siguientes proteinas son expresadas intensamente en la ZA de frutos de mel6n a 38
DPA (Fig. 33): 8 Rab11 (correspondientes al clado de RabA de Arabidopsis), 3 Rab2
(correspondientes a RabB), 2 Rab18 (correspondientes a RabE), 3 Rab1 (correspondientes
a RabD), 2 Rab8 (correspondientes a RabE), 2 Rab5 (correspondientes a RabF), 2 Rab7
(correspondientes a RabG), y una Rab6 (correspondiente a RabH). Al haber diferentes
clases de proteinas Rab-GTPasas, seria esperable que regularan alguno de los siguientes
procesos: la exocitosis desde el trans-Golgi network, el transporte a la membrana
plasmatica y la pared, la endocitosis, o el trafico de vesiculas durante la abscisién de mel6n

(Fig. 33).
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Tabla 13. Genes relacionados con trafico de vesiculas reprimidos o inducidos en la ZA del fruto durante la
abscision de fruto maduro de meldn. Las secuencias fueron seleccionadas estableciendo una P<0.01. La tabla
muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacién (RPKMx1000) a través de las tres
muestras: (a) ZA pre-separacion celular (36 DPA), (b) ZA separacion celular parcial (38 DPA, induccién
temprana de abscision), (c) separacion celular casi completa (40 DPA, induccién tardia de abscision).

Uniprot ID 36 DPA  38DPA 40DPA  Ortdlogo supuesto  Descripcién del gen
Familia Q41973 43.85 0 0 At5g19780 TUAS, tubulina alfa-5
tubulina B9DHQO 23.47 106.80 53.99 At5g819780 TUAS, tubulina alfa-5
B9S382 0 6.11 0 At5g23860 TUBS, tubulina beta 8
Familia de D7T6C8 1] 13.90 1] At3g16630 Quinesina-13A
proteinas Cadena ligera de
B9RB32 0 7.82 0 AT1G27500
quinesin-like quinesina
A5BHF6 0 5.39 0 AT3G16630 Quinesina-13A
Cadena ligera de
B9RYP4 3.30 3.30 6.06 At4g10840 L
quinesina
Superfamilia Grupo RabA/Rab11
Q9FGK5 0 13.57 0 At5g47520
de GTPasas (RabA5a)
pequeiias, Grupo RabA/Rab11
Q40193 0 21.60 0 At1g07410
familia RAB (RabA2b)
Grupo RabA/Rab11
B9H2F2 0 21.40 0 At4g18800
(RabA1d, Rab11B)
Grupo RabA/Rab11
A9PCE2 12.40 27.90 0 At1g09630
(RabA2a, Rab11()
Grupo RabA/Rab11
B9GU86 0 55.29 0 At2g31680
(RabA5d)
Grupo RabA/Rab11
B9RHG6 7.47 0 0 At3g12160
(RabA4d)
Grupo RabA/Rab11
A5AWW7 0 22.42 0 At5g47960
(RabA4c)
Grupo RabA/Rab11
D7TLL7 0 8.29 0 At1g07410
(RabA2b)
Grupo RabA/Rab11
A5B3S9 23.25 0 0 At1g05810
(RabA5e, ARA1)
RabA/Rab11 group
A5BGY6 0 48.67 0 At5865270
(RabA4a)
RabB/Rab2 group
P92963 17.37 45.81 0 At4g17170 (RabB1b, RabB1c, Rab2A,
Rab2)
RabB/Rab2 group (RabB1b,
Q38922 50.55 75.82 0 At4g35860
Rab2(C)
Superfamilia RabB/Rab2 group
BI9SGV6 0 0 12.19 At4g17170
de GTPasas (RabB1c, RabB1b, Rab2A)
peanenas QILP15 24.32 0 0 At1g43890 RabC/Rab18 group
familia RAB ' 3 (RabC1, Rab18, RabB18)
RabC/Rab18 group
D7TIU1 0 12.63 0 At5g03530
(RabC2A, Rab18b)
RabC/Rab18 group
E0CQKG6 7.60 68.40 0 At1g43890
(RabC1, Rab18-1)
RabD/Rab1 group
Q8wW4s8 0 13.20 0 At4g17530
(RabD2C, Rab1C)
RabD/Rab1 group (RabD2a,
BOMUT7 75.53 228.24 72.24 At1g02130 ARAS)
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Small GTPase

superfamily,
ARF family

D7TGR5

P28186

BI9RAT6

P31582

B9HUI6

Q43463

Q9XERS

QILFT9

080501

BI9S6U7

QILTF8

B9RWU9

B9SA43

B9SP88

D7TC51

D7SMJ1

A9PC79

BI9SL15

B9SZ60
Q9ZPX1

B9R9D6

D7T663

004834

29.70

72.53

115.00

26.53

17.71

76.92

15.72

3.04

30.03

36.19

7.71

37.58

341.23

72.53

21.45

103.39

14.49

131.66

36.48

58.25

28.98

27.37

54.48

9.67

5.91

4.87

7.26

4.04

3.89

5.58

80.33

93.51

10.80

18.01

251.63

873.61

103.62

0

15.43

35.00

21.55

3.41

16.51

27.14

3.08

0

58.82

176.93

58.72

At3g11730

At3g46060

At4g20360

At5g45130

At3g54840

At4g09720

At1g52280

At5g10260

At2g44610

At3g06540

At5g52580

At3g49350

At4g27100

At4g29950

At5g52580

At3g02460

At2g44100

At2g38360

At1g08770
At2g18390

At5g52210

At3862290

At4g02080

RabD/Rab1 group
(RabD1)

RabE/Rab8 group(
RabE1c, Rab8A, ARA3)
RabE/Rab8 group
(RABE1b, RAB8D)
RabF/Rab5 group (
RabF2a)

RabF/Rab5 group (
RabF1, ARA6)
RabG/Rab7 group
(RabG3a)

RabG/Rab7 group
(RabG3d)

RabH/Rab6 group (
RabH1e)

RabH/Rab6 group
(RabH1b, Rab6A)

REP, RAB escort protein
RabGAP/TBC domain-
containing protein, RAB
GTPase activator
Ypt/Rab-GAP domain of
gyplp superfamily protein,
RAB GTPase activator
Ypt/Rab-GAP domain of
gyp1p superfamily
protein, RAB GTPase
activator

Ypt/Rab-GAP domain of
gyplp superfamily protein,
RAB GTPase activator
Ypt/Rab-GAP domain of
gyp1p superfamily
protein, RAB GTPase
activator

Ypt/Rab-GAP domain of
gyplp superfamily protein,
RAB GTPase activator
GDI1, guanosine
nucleotide diphosphate
dissociation inhibitor 1
PRA1.B4, prenylated rab
acceptor 1.B4

PRAL1.E, prenylated rab
acceptor 1.E

ARL2, HAL, TTNS

GB1, GTP-binding
protein 1

ARF1E, ADP-ribosylation
factor A1E

SAR2, secretion-
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associated RAS super

family 2
Small GTPase | D7SUQ2 83.06 106.01  22.95 At5g55190 RAN3
superfamily, D7TBW?7 1] 1] 20.51 At5g55190 RAN3
RAN family D7U0V8 83.64 57.42 0 At5g55190 RAN3
Small GTPase Calcium binding GTP-ASE,
superfamily, BI9RF54 0 13.72 0 At3g63150 MIRO-related GTP-ASE 2,
RHO GTPase MIRO2
family B9RIW?7 0 1626 0 At5g61530 Rho GTPase activator
Syntaxin/t- A5BYQ4 0 37.71 0 At5g46860 SYP22, VAM3, SGR3
SNARE family | B9SDJ9 0 28.48 0 At3g11820 SYP121, SYR, PEN1
B9SIA7 0 27.41 0 At5g08080 SYP132
BIRFG2 0 9.28 0 At3g05710 SYP43
B9T2S1 0 59.36 0 At5g06320 NDR1/HIN1-LIKE 3, NHL3
D7T4S5 0 5.06 0 At5g05760 SYP31, SED5
SNARE protein SEC22,
Q94AU2 0 19.87 0 At1g11890
SECRETION 22
Exocyst SEC8, subunit of exocyst
B9RRM3 6.15 21.98 0 At3g10380
componenet complex 8
VSR (BP-80)
P93026 0 5.88 0 At3g52850 VSR1
family
SCAMP family | Q9SXA5 6.87 (1] At1g11180 SCAMP5
Dynamin B9SBU7 4.05 0 At1g10290 ADL6, DRP2A
family B9T3E4 3.18 8.36 0 At4g33650 ADL2, DRP3A
SecY/SEC61- B9T4L2 2.99 0 At2g18710 SCY1, SECY HOMOLOG 1
alpha family D7T5Q9 14.41 0 At1g29310 SecY
G-alpha
P18064 0 0 22.62 At2g26300 GP ALPHA 1, GPA1
family
GTP-binding EIF2 GAMMA, eukaryotic
elongation A5BSV9 0 13.62 0 At1g04170 translation initiation
factor family factor 2
Translation elongation
B9I879 0 15.36 0 At1g18070 factor EF1A/initiation
factor
GTP binding Elongation
BI9PAE3 11.49 0 0 At5g60390
factor Tu family protein
LOS1, Ribosomal protein
023755 134.44 653.22 157.37 At1g56070 S5/Elongation factor
G/1I1/V
B9GTDS8
GTP binding Elongation
5.96 0 0 At4g02930
factor Tu family protein
Q56XT1 0 14.59 0 At1g62750 Elongation factor G
SCO1, Translation
D7TDD3 0 14.13 0 At1g62750
elongation
Translation elongation
B9DHZ8 13.93 116.14 61.55 At4g20360
factor
FUG1, Translation
D7SX17 0 6.26 0 At1g17220 initiation factor 2, small
GTP-binding
V-type QI9SZN1 15.05 48.59 0 At4g38510 VHA-B2
ATPase 023654 4.28 12.84 2.67 At1g78900 VHA-A
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family Q9XGM1 16.60  66.41  12.77 At3g58730 VHA-D, VATD, VATPD
VHA-C1 AVA-P1 AVAP1;
At4g34720;At4g38
P59227 14024 9552 1829 VHA-C3 AVA-P3 AVAP3;
920 At2g16510
VHA-C5 AVA-P5 AVAP5
Q9SZY7 77.77  103.70  24.07 At4g32530 VMA16
QILJI5 0 9401 0 At3g28710 VHA-D1

Esto implica su participaciéon en mediar el reparto de enzimas despolimerizadoras de
pared al apoplasto, requeridas para la expansidn celular y la desorganizacién de pared a
38 DPA en la ZA de melon. Notablemente, la sintaxina SYP121 (familia t-SNARE), la cual ha
sido relacionada con la secrecién en respuesta a ABA (Leyman y cols., 2000), también
aumenta durante la induccion temprana de la abscision. Sobre esta base, podria ser
cuestionado si esta proteina SYP121 juega un papel esencial junto con algunas de las
diferentes Rab-GTPasas inducidas en la ZA de mel6n para el transporte de proteinas y
membrana a través del sistema endomembranoso hacia su destino y si este transporte
juega un papel critico en mediar las sefnales planta-hormona durante la abscisiéon de

meldn.

Un gen que codifica una proteina GTPasa activadora del factor de ribosilaciéon del ADP
(ARF-GAP), NEVERSHED (NEV), ha sido propuesto como un regulador esencial del
movimiento de proteinas para activar la separacién celular en Arabidopsis (Liljegren y
cols., 2009). Nuestros resultados demuestran que algunos miembros ARFs aumentaron
durante la induccion temprana de la abscision (tabla 13), lo que fortalece la posibilidad de
que el trafico de endosomas regulado por GTPasa ARF pueda participar en la sefalizacion
de la abscision. Es de particular interés también el conjunto de dos miembros de la familia
RAN GTPasas homologos a RAN3 (Haizel y cols., 1997). El aumento de expresién de estos
genes en la ZA de frutos a 38 o 40 DPA sugiere que podrian funcionar en la mediacién del
transporte nucleocitoplasmatico durante la sefializacién de la abscisién. Cabe sefialar que
la sobreexpresion de TaRAN1 y OsRANZ provocan que Arabidopsis sea hipersensible a
auxina y ABA, respectivamente (Wang y cols., 2006; Zang y cols., 2010), por lo que estas
dos rutas de sefializacién podrian ser particularmente sensibles a componentes
alteradores del trafico nucleocitoplasmatico. Otro gen inducido homdlogo a MIRO1
codifica un miembro de la familia Rho GTPasa que ha evolucionado para regular el trafico
mitocondrial (Yamaoka y Leaver, 2008). Por lo tanto, estos resultados aumentan la
posibilidad de que muchas familias de pequefias GTPasas pudieran actuar en el trafico de
vesiculas durante la abscision de fruto maduro, incluyendo Rabs, ARFs, RANs y Rhos. Otros

genes que se encontraron notablemente presentes en la ZA de frutos a 38 DPA
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involucraban trafico de vesiculas, codificando ATPasas de tipo V y midasinas, los cuales
estan involucrados en el trafico desde el trans-Golgi network a la vacuola central. Por
tanto, estos datos sugieren que el trafico vesicular podria regular la separacién celular

durante la induccién temprana de la abscisién de melén.

Un modelo que integra las funciones potenciales del trafico de vesiculas y la sefializacion
de receptores quinasa-like (RLK) durante la separacion de 6rganos ha sido presentado
recientemente en la abscision floral de Arabidopsis (Burr y cols., 2011). En Arabidopsis, la
abscision floral esta controlada por la actividad en competencia de varios LRR-RLKs
(receptores protein kinasas con repeticiones ricas en leucina). (Burr y cols., 2011; Cho y
cols., 2007; Lewis y cols., 2010). Aqui, el analisis de expresion detecta varios LRR-RLKs y
RLKs inducidos y reprimidos a 38 0 40 DPA en la ZA de melo6n (tabla 14).

A Induccién temprana de abscisién de fruto madure B Induccién tardia de abscisién de fruto madure
(@) MEC @) MEC
SR @
e N U MP A\ U MP
RabA2a RabA2a
RabA2b
RabASa RabF2a RabE1c i RabF2a RabE1c
et dn Endocitosis de Pr RabA1d ks s
RabAdd pectinasy
Exocitosisvia celulosa sintasas
TGN / EE
SYP22 Exocitosis SYP22
SYP31 directa SYP31
SYP43 desdeel SYP43
SYP121 Golgi SYP121
SYP132 SYP132

9 Golgi 9

RabB1b RabB1b Golgi
RabD2c RabD2c /
ARAS5 RabH1b ARAS RabH1b
RabD1 : ) 0 RabD1 \ s P 0
SEC22 e 5 SEC22 Vg | SO
; e ; ” .-.-_:\.: A

]

EXT1-EXT4, EXT3-EXTS, X F

L |
EXPS, B-EXP1, B-EXP3 b Iy 0\
a-EXP3, a-EXP7, EGasal, \' RE f,‘gl,;im‘ v“f {7 faet e \“ ! RE
Cel4,Cel8, PGZ, PE3, { Eoaent pE 1] // /Ndeleo?) |} i
XTH13, B-galactosidasmss, ) aeE U U S {.’ I
] A ]
B-glucosidasa, PL, L; l’ ..d\’.‘-&-{I W {,-"

B-1,3-glu@nasa.

Figura 33. Representacion esquematica simplificada de las rutas de trafico hacia y desde la pared celular
durante la induccién temprana (A) y tardia (B) de la abscision de melon. Las Rab-GTPasas probablemente
involucradas en cada etapa estan indicadas en verde (expresion disminuida) y rojo (expresion aumentada). 1,
sintesis de proteinas en el reticulo endoplasmatico (RE): EXT, EXP, EGasa, PG, PE, PL, XTH, -glucosidasa, B-
galactosidasa, y 1,3-glucanasa, durante la induccién temprana de la abscisién; EXT, EXP, EGasa, y PE durante la
induccion tardia de la abscision. 2, sintesis de polisacaridos de matriz y ensamblaje de proteinas en Golgi y
TGN (trans-Golgi network)/compartimentos primarios endosomales. 3, modificaciéon de elementos de la pared
por enzimas secretadas. Rutas hacia y desde la vacuola han sido omitidas por simplicidad. Informacién
adicional de los genes relacionados con trafico de vesiculas se presentan en el anexo 10. (MEC: equivale a
pared celular o apoplasto; MP: membrana plasmatica).
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Tabla 14. Genes relacionados con la fosforilacion de proteinas inducidos o reprimidos en la ZA del fruto
durante la abscisién de mel6n. La tabla muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacion
(RPKMx1000) en las 3 muestras: (a) separacion pre-celular de la AZ (36 DPA), (b) separacién celular parcial
de la AZ (38 DPA, induccién temprana de abscision), (c) separacion celular casi completa (40 DPA, induccién
de abscision tardia).

UniProtID 36DPA 38DPA 40DPA Descripcion
D7SK82 0 65.30 40.00 uncharacterized protein = Vitis vinifera

Serine/threonine-protein phosphatase PP2A-3 catalytic subunit,

P48578 13.84 167.19 8.51 PP2A3 EP7 PP2A4 At3g58500 F14P22.90

D7SYX3 0 45.85 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9S5U9 0 25.49 0 Protein phosphatase 2¢ = Ricinus communis
B9IA45 0 19.80 0 uncharacterized protein = Populus trichocarpa
D7T4F2 17.62 0 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7TEG6 26.96 17.15 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9SPE2 0 13.93 0 protein tyrosine/serine/threonine phosphatase =
B9ILA9 0 26.25 0 uncharacterized protein = Populus trichocarpa
D7SV50 11.20 77.49 16.80 uncharacterized protein = Vitis vinifera
Q9M3V1 6.45 0 0 Protein phosphatase 2C (PP2C) = Fagus sylvatica
B9R8Q9 0 16.36 0 Protein phosphatase 2c¢ = Ricinus communis
B9S5C5 0 16.84 0 Protein phosphatase 2c = Ricinus communis
D7U2P0 0 16.07 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera
B9RNU7 5.54 0 0 Protein phosphatase 2c = Ricinus communis
B9SUG2 0 111.94 0 Guanylate kinase = Ricinus communis

B9SVD1 0 93.87 0 ATP binding protein = Ricinus communis
D7SHG7 2.29 110.34 64.36 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9SFHO 0 75.82 0 Protein kinase atmrk1= Ricinus communis
D7T237 0 50.07 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

BYRII2 0 48.04 0 ATP binding protein= Ricinus communis

B9RIE7 0 54.51 14.41 Poly(P)/ATP NAD Kkinase = Ricinus communis

AMP-activated protein kinase, gamma regulatory subunit = Ricinus

B9S2A6 23.32 0 0 communis

BI9SEU2 10.49 0 0 ATP binding protein = Ricinus communis

D7T6M9 0 17.19 2.83 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9RLUO 0 24.56 9.09 Brassinosteroid LRR receptor kinase = Ricinus communis
Q7GC82 19.88 5.75 0 Cm-ERS1 protein = Cucumis melo

BISU88 27.43 0 0 Receptor for activated protein kinase C = Ricinus communis
Q9SSY6 0 33.78 0 Ethylene receptor 1, ETR1 = Cucumis sativus

D7U5N9 40.81 15.87 11.33 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9SHG2 0 31.67 7.09 Casein kinase = Ricinus communis

Q9FDV7 0 44.44 4.16 Protein kinase (PK)

AOMN]J1 5.30 90.90 4.54 CBL-interacting protein kinase 3, CIPK3 = Populus trichocarpa
BI9SWC3 0 49.64 9.45 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase = Ricinus
B9REV9 0 35.02 0 ;;;;l:;);l.;reonine-protein kinase cdk9 = Ricinus communis
B9SPP7 0 29.36 0 Protein ABC1 = Ricinus communis

B9T544 9.09 124.24  100.00  Fructokinase = Ricinus communis

D7SZI3 0 35.91 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9RLG3 0 28.33 3.09 Inositol or phosphatidylinositol kinase = Ricinus communis
B9RWX6 0.9 21.29 0 Fkbp-rapamycin associated protein = Ricinus communis
065379 11.03 0 0 F12F1.13 protein

B9S1K5 0 39.56 7.32 Mak = Ricinus communis
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B9S7L3 0 34.78 0 Casein kinase = Ricinus communis
B9SJ54 0 32.47 0 Big map kinase/bmk = Ricinus communis

Cyclin-dependent kinases regulatory subunit 1 CKS1 At2g27960

023249 23371 21839 12643 Do, o

B9S2T6 7.91 0 0 ATP binding protein = Ricinus communis

D7SVW4 0 36.09 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7U323 0 35.54 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7SU25 0 20.64 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

A9P7U5 0 26.56 9.48 Pyruvate kinase = Populus trichocarpa

B9RA37 5.46 85.24 22.95 Inositol hexaphosphate kinase = Ricinus communis
A9P984 0 39.10 21.50 uncharacterized protein = Populus trichocarpa

D7TCE8 16.59 6.78 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

C4P7V9 10.70 0 0 CBL-interacting protein kinase 10, CIPK10 = Vitis vinifera
D7TQF1 0 28.74 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B6V3C0 0 25.43 0 Hexokinase 1 = Cucumis melo

D7SWH1 0 26.33 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7TX82 2.65 0 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

BOHSF8 4.32 56.27 0 uncharacterized protein = Populus trichocarpa

BI9SRC8 0 19.13 0 Big map kinase/bmk = Ricinus communis

Q5F2M7 0 19.92 0 Pyruvate kinase = Glycine max

Q6RUF8 0 19.26 0 Glycerol kinase = Glycine max

B9RVC9 0 28.15 0 Homoserine Kinase = Ricinus communis

B9T4)2 0 35.02 82.48 Casein kinase II, alpha chain = Ricinus communis

D7TRL4 0 30.57 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

Q9SA26 0 9.88 4.35 F309.7 protein, At1g16270 F309.7

D7TWH5 0 33.14 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

P43289 0 28.52 12.22 Shaggy-related protein kinase gamma, ASK3 At3g05840 F10A16.14
Q06060 0 24.53 0 Mitogen-activated protein kinase homolog D5 = Pisum sativum
D7T3N9 0 3.96 1.68 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7KVL5 0 11.90 0 Kinase family protein = Arabidopsis lyrata

B9S8J6 0 19.98 2.14 Calcium-dependent protein kinase = Ricinus communis
P93774 0 33.69 0 Shaggy-like kinase = Ricinus communis

D7SWB3 0 19.51 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

QI9LRNO 0 10.92 6.10 AT3g24190/MUJ8_17

A5BJJ8 0 17.31 0 CBL-interacting protein kinase 07, CIPK07 = Vitis vinifera
D7SRF4 0 27.02 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7TD38 0 9.62 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7TEC1 0 12.80 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

AOMNJ4 0 18.98 9.87 CBL-interacting protein kinase 7 = Populus trichocarpa
BI9N4U7 0 22.95 0 uncharacterized protein = Populus trichocarpa

BORUIS 0 13.84 442 giA;:s;l:g}iTmElﬁl(l);D INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1 =
BI9SNCO 0 39.30 7.86 Serine-threonine protein kinase = Ricinus communis
B9RBD2 5.37 49.05 7.39 Protein-tyrosine Kinase = Ricinus communis

B9S423 25.87 13.69 0 Cyclin-dependent protein kinase = Ricinus communis
B9RKES 4.74 0 0 Phosphofructokinase = Ricinus communis

D7S]J26 3.08 0 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9SDF7 0 9.04 0 ATP binding protein = Ricinus communis

B9SFF2 0 9.03 2.35 S-locus-specific glycoprotein S6 = Ricinus communis
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P42066

A9PGT2
B9SSF8
BISR58
D7SK53
QI9XF95
D7TT82
ASBWT?7
ABQYK9
AS5BEQ2

B9SUR2

B9SZM1
Q42896

B9RNW5

B9RVEO

B9S2B9
B9SP66
BI9T2UO
BO9T5H7
D7KYV4
D7T9M5
D7TBN3
D7TUS1
A5C3G5
BIsUI6
BI9T2T2

Q9ZST3

D7U4C1
D7U4E2

B9STP9

B9S411
D7TM75
Q56E62
QILKJ2
B9RTM1
A5C4V0
A5CB35
B9RCG7
C4P7W8
D7T8U3
D7TNE7
A5AW40
ASAZP7
B7FLG3
B9R7Y2

3.48

S ©o ©o o o

14.15
2.08
48.67
3.98

4.65

7.93
8.13

(=}

S O ©O ©O O ©oO ©o o o o o

32.33

27.46
7.97

12.10
14.96
19.92
9.43

26.64
85.61

15.11

15.54

13.46
16.22
12.50
15.50
7.41
5.38
10.25
11.45
8.20
18.13
7.28

12.36

8.72
10.55

178.09

S o o o

57.67
15.31
15.39
14.64
14.45
3.80

11.78
10.69
6.73

12.00
8.63

S ©o ©o o o

57.38

13.90

68.02

10.10

© © © © W w o o o o o
o)

(=]

40.00

3.14

16.11

o © O ©O ©oO © o o o o

Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP] (PEP carboxykinase)
(PEPCK) = Cucumis sativus

Phosphoribulokinase = Populus trichocarpa

ATP binding protein = Ricinus communis

Big map kinase/bmk = Ricinus communis

uncharacterized protein = Vitis vinifera

Mitogen-activated protein kinase MAPK = Prunus armeniaca
uncharacterized protein = Vitis vinifera

uncharacterized protein = Vitis vinifera

Ethylene receptor, ETR2 =Cucumis melo

uncharacterized protein = Vitis vinifera

Mitogen activated protein Kinase kinase kinase 3, mapkkk3, mekk3
= Ricinus communis

Protein kinase APK1A, chloroplast = Ricinus communis
Fructokinase-2 = Solanum lycopersicum

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase = Ricinus
communis

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase = Ricinus
communis

Protein kinase APK1B, chloroplast = Ricinus communis
Serine/threonine-protein kinase PBS1= Ricinus communis
Calcium-dependent protein kinase = Ricinus communis
Serine/threonine protein kinase = Ricinus communis
Kinase family protein = Arabidopsis lyrata
uncharacterized protein = Vitis vinifera

uncharacterized protein = Vitis vinifera

uncharacterized protein = Vitis vinifera

uncharacterized protein = Vitis vinifera

Mevalonate kinase, putative (EC 2.7.1.36)
Serine/threonine-protein kinase PBS1 = Ricinus communis

Pyrophosphate-dependent phosphofructokinase beta subunit =
Citrus paradisi

uncharacterized protein = Vitis vinifera

uncharacterized protein = Vitis vinifera

Serine-threonine Kinase receptor-associated protein = Ricinus
communis

WD-repeat protein = Ricinus communis
uncharacterized protein = Vitis vinifera
Nucleoside diphosphate kinase 1 = Nicotiana tabacum
Phosphoglycerate kinase = Pisum sativum
Protein kinase atmrk1 = Ricinus communis
uncharacterized protein = Vitis vinifera
uncharacterized protein = Vitis vinifera

Big map kinase/bmk = Ricinus communis
CBL-interacting protein kinase 19 = Vitis vinifera
uncharacterized protein = Vitis vinifera
uncharacterized protein = Vitis vinifera
uncharacterized protein = Vitis vinifera
uncharacterized protein = Vitis vinifera
Pyruvate kinase = Medicago truncatula

Inositol-pentakisphosphate 2-kinase = Ricinus communis
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B9RQY5 0 13.39 17.85 Protein kinase APK1A, chloroplast = Ricinus communis
B9S8Q9 0 8.55 0 Kinase = Ricinus communis

BI9T3P6 0 16.34 0 Protein kinase atn1 = Ricinus communis

B9RMT1 4.56 0 0 F-box and wd40 domain protein = Ricinus communis
B9S652 2.95 0 0 Serine/threonine protein kinase = Ricinus communis
Q9CAR7 6.99 0 0 ?{g:l;;;lsmve induced response protein 2, HIR2 At1g69840
Q9FM19 6.99 0 0 ;ynge;z:nsmve-mduced response protein 1, HIR1 P31 At5g62740
@xczz 1 0 0 el et septeriboprotein dnase LRLRLC
B9T650 0 12.46 0 gf;;x;t:;‘:lctmg serine/threonine-protein kinase = Ricinus
D7KMK3 0 5.84 0 Kinase family protein = Arabidopsis lyrata

D7SIH7 0 13.16 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

Q6QLL5 0 7.58 0 WAK-like kinase = Solanum lycopersicum

B9SC81 9.31 5.58 0 ATP binding protein = Ricinus communis

A5AHG4 0 10.61 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

A5C8S4 0 4.86 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

B9HDG3 0 6.49 0 uncharacterized protein = Populus trichocarpa

B9REV1 0 4.36 0 Nucleotide binding protein = Ricinus communis

B9RM]JO 0 13.77 27.54 Adenylate kinase 1 = Ricinus communis

B9RYA6 0 8.63 0 Serine-threonine protein kinase = Ricinus communis
B9SC89 0 6.54 0 2::&;:3;122;}:23;:;D INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1 =
B9SGTO 0 4.37 0 Sensory transduction histidine kinase = Ricinus communis
B9SQH2 0 3.17 1.26 Phytosulfokine receptor = Ricinus communis

B9SXH2 0 5.60 0 Kinase = Ricinus communis

BIT7T7 0 8.56 0 Protein kinase APK1B = Ricinus communis

D7SHT8 0 9.55 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7SLB5 0 2.43 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7SXG2 0 6.48 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7TZI8 0 4.70 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7U816 0 7.57 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

D7SNZ6 8.36 6.57 0 uncharacterized protein = Vitis vinifera

QILLT5 0 0 7.54 Receptor-like protein kinase, RLK = Prunus dulcis

Calcium-dependent protein kinase, CPK6, ATCDPK3, ATCPK6,
B9HPN3 15.33 44.83 10.02 AT2G17290

B9RL17 0 2.88 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK2, ATCPK2 , AT3G10660

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase, CIPK25, SnRK3.25,
B9RNW5 0 15.11 68.02 AT5G25110

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase, CIPK11, PKS5,
BIRVEO 0 15.54 10.10 SIP4, SNRK3.22, AT2G30360

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase, CIPK10, PKS2,
B9RVE7 0 5.10 0

SIP1, SNRK3.8m, AT5G58380
B9RWSS 0 10.69 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK4, ATCPK4 , AT4G09570
BI9RXL5 5.44 20.56 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK4, ATCPK4 , AT4G09570
B9S8J6 0 938 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK4, ATCPK4, AT4G09570
B9S009 0 4.58 0 Calcium-dependent protein kinase, CIPK1, SnRK3.16, AT3G17510
B9SLE6 0 9.38 0 ATCDPK2, CPK11, ATCPK11, CDPK2,AT1G35670

CBL-interacting serine/threonine-protein kinase, CIPK8, SnRK3.13,
BISMX5 0 6.72 0 PKS11, ATCIPKS, AT4G24400
BOSUF1 0 5.04 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK32, ATCPK32, CDPK32,

AT3G57530
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Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Kkinase, GRIK2,

BOSWC3 0 49.64 945 ATSNAK1, AT5G60550

B9T2U0 0 12.50 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK33, AT1G50700
CBL-interacting serine/threonine-protein kinase, CIPK10, PKS2, SIP1,

BIT650 0 12.46 0 SNRK3.8, AT5G58380

Q7XJR9 0 291 0 Calcium-dependent protein kinase, CPK16, AT2G17890

Estos resultados demuestran la participacion potencial de varias RLKs en la regulacion de
la abscisidn de fruto maduro de mel6n. Ademas, se observé como un subconjunto de 181
genes que codifican fosfoproteinas modificaban su abundancia durante la abscisién de
meldén (tabla 14). Se encontraron similitudes entre los motivos quinasa en proteinas de
respuesta a abscisién y caseina quinasas, proteinas quinasas shaggy-related, proteinas
quinasas que interactian con CBL, proteinas serin/treonin-quinasas que interactian con
CBL (CIPK), proteinas quinasas dependiente de calcio (CDPK,CPK), quinasa activada por
mitégeno (MAP), proteina activada por mitégeno (MPK), quinasa asociada a pared (WAK),
y receptor protein quinasa S-locus-like, lo que indica una posible funcion critica de estos
tipos de quinasas en la regulacion de la separacion celular durante la abscisién de meldn.
La expresion de genes de caseina quinasas fue detectada mayormente en las células de la
ZA laminar en hojas de citricos durante la abscisién promovida por etileno (Agusti y cols.,
2009). La participacion de caseina quinasas en abscisiéon no ha sido documentada
previamente, y por tanto, los mecanismos de regulaciéon mediados por estas enzimas
selectivas de serina/treonina permanecen desconocidos. Otras fosfoproteinas que median
comunicacion celular y percepcion de sefiales a través de pared celular, tales como MAPK,
WAK, y receptor quinasa rico en leucina, son inducidos a 38 DPA, lo que sugiere que
podrian tener funciones reguladoras en trafico macromolecular entre la pared y la
membrana en la ZA de frutos durante la induccién temprana de la abscision de melon. Un
estudio previo ha mostrado que algunas proteinas MPKK o MEK, MKK4 y MKK5 estan
involucradas en la fase de separacion celular del proceso de abscisiéon floral en
Arabidopsis, pero no son necesarias para la formacion de la ZA (Cho y cols., 2008). Por
otro lado, los resultados también parecen reflejar diferencias en el transporte de la ZA
durante la induccién temprana y tardia de la abscision (Fig. 44); por ejemplo, el transporte
temprano es realizado principalmente por la actividad génica de los transportadores de
boro y nitrato y el transporte tardio por el transporte de fosfato, mientras que el
transporte de sodio y calcio esta asociado tanto con la induccién temprana como con la

tardia de la abscision de fruto maduro.
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4.3.3. Caracterizacion de genes relacionados con fitohormonas

Muchas rutas de fitohormonas como las de etileno, auxina, ABA y JA estan involucradas en
procesos de abscision (Gonzalez-Carranza y Roberts, 2012). En este estudio, de entre los
116 genes expresados diferencialmente (P<0,01, grupo I) relacionados con el metabolismo
y sefalizacién de fitohormonas (tablas 15, 16 y 17), aquellos relacionados con etileno (28
genes) y ABA (23 genes) fueron los mas representados, seguidos por aquellos
relacionados con auxina (16 genes), JA (15 genes) y SA (12 genes). Se encontraron pocos
genes relacionados con PAs (8), BR (7), CQ (4) o GAs (3). Los patrones de expresion dentro
de estas rutas fueron analizados posteriormente mediante agrupamientos jerarquicos,
mostrados en las figuras 37, 38, 39, 40, 41 y 42. La expresion diferencial esta indicada por
una escala de color que refleja el coeficiente de variacidn. Las figuras resultantes con rutas
coloreadas indican supuestos nodos de regulacion transcripcional, a través de los perfiles

de las tres muestras.

Tabla 15. Genes relacionados con etileno o poliaminas inducidos o reprimidos en la ZA del fruto durante la
abscision de meldn. La tabla muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizaciéon
(RPKMx1000) en las 3 muestras: (a) separacion pre-celular de la ZA (36 DPA), (b) separacion celular parcial
de la ZA (38 DPA, induccién temprana de abscisién), (c) separacion celular casi completa (40 DPA, induccién
de abscisién tardia).

UniProt ID 36 DPA 38 DPA 40 DPA Descripcion

Etileno

B9S1K1 0 17.29 0 S-.aflenosylmethl.onme-dependent methyltransferase =
Ricinus communis
S-adenosylmethionine synthase 5 (AdoMet synthase 5) (EC

A7Q0V4 2301 138.10 7416 2.5.1.6) (Methionine adenosyltransferase 5) =Vitis vinifera

B9I615 30.50 144.66 51.41 Methionine synthase 2= Populus trichocarpa
S-adenosylmethionine synthase 1 (AdoMet synthase 1) (EC

A9P822 751.70 900.51 663.26 2.5.1.6) (Methionine adenosyltransferase 1) (MAT 1) =
Populus trichocarpa

B9SBCO 963 128.51 11.24 1-am1no§yclopropane-1-carb0xylate synthase. ACS = Ricinus
communis

Q45RS3 0 5922 1928 1_-afnmocyclopropane-1-carb0xylate synthase. ACS = Vitis
vinifera

BORBW1 0 6.59 0 1-ammo?yclopropane-1-carb0xylate synthase = Ricinus
communis

082123 0 10.14 0 1-amm_ocycl.opropane-1-carboxylate synthase ACS1 =
Cucumis sativus

D7T1X0 0 3.77 0 lrafmnocyclopropane-1-carboxylate synthase. ACS = Vitis
vinifera
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase ACS8 =

DTS L o hidd Arabidopsis thaliana. T13M22.3

D7TZKO 11.06 48.40 27.66 1:a§mnocyclopropane-1-carb0xylate synthase = Vitis
vinifera

BOH7C6 45.19 99.27 8.07 1-.ammocyclopropane-1-carb0xylate synthase = Populus
trichocarpa

C7U1K1 2441 151.80 0 1-ap1mocyclopropane-1-carb0xylate oxidase = Cucumis
sativus

048631 0 3927 0 1-amm_ocyclopropane-1-carboxylate oxidase = Prunus
armeniaca
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1 (ACC oxidase

Q04644 26.20 31.44 0 1) (EC 1.14.17.4) (Ethylene-forming enzyme) (EFE) (PMEL1)
= Cucumis melo

BORTK2 236.66 356.66 196.66 1-ammo?yclopropane-1-carboxylate oxidase . ACO = Ricinus
communis

BI9RYX6 16.37 0 8.67 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase = Ricinus
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Q9C5K7
BIRKAO

Q9SSY6

A8QYK9
D1M862
Q948P4
Q948P3
Q70AB2

Q3LOR1

Q21258
D8VD38
Q8GWK2
QILTC4

Q38950

P28186

Q6NPP4

B9RYX6

Q9C5K7

Q7GC82
Q55004

B9S948
B9SZX0

B9STH2

Q38882

Q6V5)8

BIT6G3
QYAYRS
B9STH2

Q9FHW?7

Poliaminas
B3Y023

B9SIY7
Q6KC47
Q9ZUB3

Q5F307

B9MYV7
A5BHF8
BI9RIK2

10.84

0

0

48.67
0
10.10
3.25
0

6.83

230.88
0
0
0

4.54

72.53

1.90

16.37

10.84

19.88
579.94

55.87

49.10

8.83

4.52

79.28

55.34
68.96
8.83

25.34

38.16
35.28

18.33

21.95

15.08

15.50
74.54
7.24

0

0

33.78

85.61
1.53
41.36
10.84
5.29

10.25

821.10
1680.00
3.11
22.22

31.80

103.39

6.03

0

0

5.75
192.41

40.46

0

0

45.30

15.44
19.70

227.12
437.32

207.11

30.93

68.15
0

15.43

4.21

8.67

5.75
75.88

22.65

27.02

38.98

57.01
51.99

8.98

7.75
21.29

communis

1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 2. ACO2.
At1g06640 F12K11.27 F12K11.6
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase = Ricinus
communis

Ethylene receptor 1 (EC 2.7.13.3) (CS-ETR1) = Cucumis
sativus

Ethylene receptor. ETR2 =Cucumis melo

Ethylene insensitive 2. EIN2 =Prunus persica

CmEIL1 = Cucumis melo

CmEIL2 = Cucumis melo

Ethylene transcription factor. ERF1 = Fagus sylvatica
Ethylene-responsive element binding protein ERF2 =
Gossypium hirsutum

Ethylene-responsive element-binding protein. ERF-6 =
Medicago truncatula

Ethylene response factor 11. ERF-11 = Actinidia deliciosa
AP2-like ethylene-responsive transcription factor
At2g41710

MYB transcription factor 15. At3g23250
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
regulatory subunit A beta isoform (AtA beta) (PP2A. subunit
A. beta) isoform). PP2AA2 DF1 At3g25800

Ras-related protein ARA-3. ARA-3. At3g46060 F12M12_30
Calmodulin-binding transcription activator 2 (Ethylene-
induced calmodulin-binding protein c) (AtER66) (EICBP.c)
(Signal-responsive protein 4). CMTA2 SR4 At5g64220
MSJ1.6

1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase. putative (EC
1.14.11.9) = Ricinus communis
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase homolog 2.
At1g06640 F12K11.27 F12K11.6

Cm-ERS1 protein (Ethylene receptor) = Cucumis melo
Ethylene response factor 1. ERF1 =Cucumis sativus
Ethylene-responsive transcription factor ERF. putative =
Ricinus communis

Ethylene-responsive transcription factor ERF1B. putative =
Ricinus communis

Ethylene-responsive transcription factor. putative = Ricinus
communis

Phospholipase D alpha 1 (AtPLDalpha1) (PLD alpha 1) (EC
3.1.4.4) (Choline phosphatase 1) (PLDalpha)
(Phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase D 1).
PLDALPHA1 PLD1 At3g15730 MSJ11.13

AP2 transcription factor/ethylene response element=
Brassica oleracea

ERF/AP2 domain transcription factor RAP2.3. putative =
Ricinus communis

Putative MADS-box protein. ERAF17 =Cucumis sativus
Ethylene-responsive transcription factor. putative = Ricinus
communis

SKP1-like protein 1B (SKP1-like 2) (UFO-binding protein 2).
SKP1B ASK2 UIP2 At5g42190 M]C20.30

Arginine decarboxylase (EC 4.1.1.19) = Prunus persica
S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme (EC
4.1.1.50) = Ricinus communis

S-adenosylmethionine decarboxylase (Fragment) = Prunus
persica

Spermidine synthase 1 (SPDSY 1) (EC 2.5.1.16) = SPDSYN1
At1g23820 F508.38

Arginine decarboxylase (EC 4.1.1.19). ADC1 = Solanum
Iycopersicum

N-carbamoylputrescine amidase = Populus trichocarpa
Spermidine/spermine synthase family = Vitis vinifera
Spermidine synthase 1 = Ricinus communis
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Tabla 16. Genes relacionados con auxina y ABA inducidos o reprimidos en la ZA del fruto durante la abscisién
de melo6n. La tabla muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacién (RPKMx1000) en las
3 muestras: (a) separacidn pre-celular de la ZA (36 DPA), (b) separacion celular parcial de la ZA(38 DPA,
induccion temprana de abscision), (c) separacion celular casi completa (40 DPA, induccién de abscision

tardia).

}]];“P“’t 36DPA 38DPA 40DPA  Descripcién

Auxina

D7SQJ6 0 20.75 0 Tryptophan synthase = Vitis vinifera

BI9T4Y7 0 2.85 0 Aldehyde dehydrogenase = Ricinus communis

B9S6G9 0 12.21 6.78 Amine oxidase = Ricinus communis

BI9GVN2 0 15.98 0 Iaa-amino acid hydrolase 11 = Populus trichocarpa
Serine/threonine-protein phosphatase PP2A-5 catalytic subunit
(EC 3.1.3.16) (Protein phosphatase 2A isoform 5). PP2A5

004951 0 70.57 0 At1g69960 F20P5.30 T17F3.1. Regulation of auxin polar
transport

Q2Uzs4 0 12.08 0 Auxin m_ﬂux carrier-like protein 3. AUX1/ AIC3 = Momordica
charantia

B8Y9B4 0 16.98 8.78 Tran.sport 1.nh1.b1t0r response protein. TIR1. auxin receptor =
Poncirus trifoliate

Q9SSY2 17.84 92.01 96.71 Aux/IAA protein. CSIAA2 = Cucumis sativus

D7U0A4 0 10.98 0 Aux/IAA protein = Vitis vinifera

Q94JM3 0 232 0 Auxin response factor 2 (ARF1-binding protein) (ARF1-BP)

’ (Protein MEGAINTEGUMENTA). ARF2 MNT At5g862000 MTG10.3

Q6L8U3 0 1.23 0 Auxin response factor 1. CsARF1 = Cucumis sativus

Q6L8U1 0 2.18 0 Auxin response factor 3. CsARF3 = Cucumis sativus

D7UCV0 0 3.84 0 Auxin response factor. ARF = Vitis vinifera

D7SMWO0 0 3.11 0 Auxin response factor. ARF = Vitis vinifera

B9RA75 0 5.13 0 Auxin response factor. putative = Ricinus communis

B9IBX4 0 35.29 11.76 SAUR family protein. SAUR21 = Populus trichocarpa
Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.5 (EC 6.3.2.-) (Auxin-

081829 0 10.89 0 responsive GH3-like protein 5) (AtGH3-5) . GH3.5 At4g27260
M4122.70
indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.1 (EC 6.3.2.-) (Auxin-

082333 0 14.12 0 responsive GH3-like protein 1) (AtGH3-1). GH3.1 At2g14960
T26120.12

B9RUC8 0 18.88 0 Auxin-induced protein 5NG4. putative = Ricinus communis

BOT181 6.92 59.74 519 Auxm-mfiuced in root cultures protein 12. putative = Ricinus
communis

B9T5V3 0 19.60 19.60 Auxin-induced protein 5NG4. putative = Ricinus communis

D1MWZ6 427.77 494 .44 308.33 Auxin-repressed protein. CitAuR = Citrullus lanatus

QILTC4 0 22.22 0 MYB transcription factor. At3g23250

Q71T11 3.68 0 0 Auxin efflux carrier. AEC3 = Momordica charantia

D7K)74 18.99 0 0 AlleI.l efﬂu_x carrier family protein . ARALYDRAFT_313001 =
Arabidopsis lyrata subsp. Lyrata

A9PH58 20.16 12.09 0 Aux/IAA protein = Populus trichocarpa

BORTF5 20.94 0 0 Aux/IAA protein. IAA4= Ricinus communis

D7TBU1 12.34 0 0 Aux/IAA protein = Vitis vinifera

D7U0GO 13.69 0 5.70 Aux/IAA protein = Vitis vinifera

A4PSF1 1.99 0 0 Aux1_n response factor ARF: Transcriptional factor B3 =
Medicago truncatula
Glutathione S-transferase (EC 2.5.1.18) (Auxin-induced protein

Q03666 7843 42.23 95.02 PCNT107) = Nicotiana tabacum
RING-box protein 1a (At-Rbx1;1) (Protein RING of cullins 1)

Q940X7 121.46 107.34 45.19 (RBX1-2) (RBX1a-At). Cul3-RING ubiquitin ligase complex ( SCF
ubiquitin ligase complex). RBX1A ROC1 At5g20570 F7C8.160
SKP1-like protein 1B (SKP1-like 2) (UFO-binding protein 2). Ubl

QOFHW? 25.34 0 38.98 conjugation pathway. SKP1B ASK2 UIP2 At5g42190 MJC20.30

004331 27.67 1083 21.66 Prohibitin (Prohibitin 3). Atphb3 At5g40770/K1B16.2

At5g40770
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D7U0GO
ABA

B9RZD3

A8WBX7

Q8RVK7?
D7US5I9

Q94ID7
P49293
D3JN88
081360
B9S0Z6
QOMG6ES
AOSE37

AOSE34

B9SBKO
B9ILA9
B9R8Q9
B9S5C5
B9S5U9
BYRIK1
BORNW5
BYRVEO
B9T650

B9RPF8
Q8RXD3
Q38913

Q43133

B9S473
Q9M3V1
B9RNU7

Q38882

Q93VD6
004331
QoM3V1
BYRNWS5
P18064

13.69

10.72
5.64

o

o O ©O © o o o o o o

(=)

25.02

9.10

12.75
6.45
5.54

4.52

80.35

27.67

6.45

0

0

27.89

3.15

29.23
10.49

10.81

41.86

39.27

9.07

40.08

4.87

495

5.47

21.50
26.25
16.36
16.84
25.49
3.78

15.11
15.54
12.46

95.23

7.52

115.28

10.83

15.11

5.70

S O © o © o

68.02
10.10

11.20

0

403.93

21.66

13.72

68.02

22.62

Aux/IAA protein = Vitis vinifera

4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase. putative
(EC 1.17.1.2) . IspH = Ricinus communis

Mevalonate disphosphate decarboxylase. MDC = Solanum
Iycopersicum

Farnesyl pyrophosphate synthase. FPPS = Malus domestica

Farnesyl-diphosphate farnesyltransferase = Vitis vinifera
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase. chloroplastic (GGPP
synthase) = Hevea brasiliensis

Phytoene synthase. chloroplastic (EC 2.5.1.32) (MEL5). PSY =
Cucumis melo

Beta-carotene hydroxylase. CrtR-b2 = Solanum phureja x
Solanum tuberosum

Zeaxanthin epoxidase. chloroplastic (EC 1.14.13.90) (PA-ZE) =
Prunus armeniaca

9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase. putative = Ricinus
communis

9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase NCED1. chloroplastic (EC
1.13.11.51) (PvNCED1). NCED1 = Phaseolus vulgaris
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 3. NCED3 = Citrus
clementina

9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 5. NCED5 = Citrus
clementina

Abscisic acid receptor PYR/PYL = Ricinus communis
Protein phpsphatase 2C (PP2C) = Populus trichocarpa
Protein phpsphatase 2C (PP2C) = Ricinus communis
Protein phpsphatase 2C (PP2C) = Ricinus communis
Protein phpsphatase 2C (PP2C) = Ricinus communis
Protein phpsphatase 2C (PP2C) = Ricinus communis
SnRK2 putative = Ricinus communis

SnRK2 putative = Ricinus communis

SnRK2 putative = Ricinus communis

Abscisic acid-insensitive 5-like protein 6. ABF3= Ricinus
communis

E3 ubiquitin-protein ligase AIP2 (EC 6.3.2.-) (ABI3-interacting
protein 2). AIP2 At5g20910 F22D1.80

Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4). EXT1 EXT4 At1g76930 F22K20.3
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase.
chloroplastic/chromoplastic (GGPP synthase) (GGPS) = Sinapis
alba

Abscisic acid receptor PYR/PYL = Ricinus communis

Protein phpsphatase 2C (PP2C) (EC 3.1.3.16). pp2C1 = Fagus
sylvatica

Protein phpsphatase 2C (PP2C) = Ricinus communis
Phospholipase D alpha 1 (AtPLDalpha1) (PLD alpha 1) (EC
3.1.4.4) (Choline phosphatase 1) (PLDalpha)
(Phosphatidylcholine-hydrolyzing phospholipase D 1).
PLDALPHA1 PLD1 At3g15730 MSJ11.13

Abscisic acid response protein Asrl = Cucumis melo

Prohibitin (Prohibitin 3). Atphb3 At5g40770/K1B16.2
At5g40770

Protein phpsphatase 2C (PP2C) (EC 3.1.3.16). pp2C1 = Fagus
sylvatica

SnRK2 putative = Ricinus communis

Guanine nucleotide-binding protein alpha-1 subunit (GP-alpha-
1). GPA1 At2g26300 T1D16.6
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Tabla 17. Genes relacionados con GA, BR, CK, JA y SA inducidos o reprimidos en la ZA del fruto durante la
abscisién de melén. La tabla muestra el conteo total de lecturas para cada gen tras la normalizacién
(RPKMx1000) en las 3 muestras: (a) separacién pre-celular de la ZA (36 DPA), (b) separacion celular parcial
de la ZA (38 DPA, induccién temprana de abscision), (c) separacién celular casi completa (40 DPA, induccién
de abscision tardia).

UniProt ID 36 DPA 38DPA 40 DPA Descripcion

BR

BORLUO 0 2456 9.09 Brassmo.stermd LRR receptor Kkinase. putative: BRI1 = Ricinus
communis

BORUIS 0 13.84 442 BRAS.SINOSTEROID. I.NSENSITIVE 1.-assoc1ated receptor kinase 1.
putative. BAK1 = Ricinus communis

B9SC89 0 6.54 0 BRAS.SINOSTEROID. INSENSITIVE 1.-assoc1ated receptor kinase 1.
putative. BAK1 = Ricinus communis
Serine/threonine-protein phosphatase BSU1 (Bril suppressor

Q9LR78 0 8.82 0 protein 1). BSU1 At1g03445 At1g03450 F21B7.7

QI9ZvV8s8 0 19.48 0 BES1/BZR1 homolog protein 4. BEH4 At1g78700 F9K20.26

B9SGI1 736 12.61 0 BRASSlN..AZOLE-RESISTANT 1 protein. putative. BZR1 = Ricinus
communis

COIRH2 0 46.60 0 Xylf)glucan endotransglucosylase/hydrolase 13 = Actinidia
deliciosa

QU6BIS 26.71 0 0 i(n):;:]glucan endotransglucosylase/hydrolase 2. XTH2 = Cucumis
Brassinosteroid LRR receptor kinase (EC 2.7.11.1) (Altered

Q8GUQ5 0 0 1.93 brassinolide sensitivity 1) (Systemin receptor SR160) (tBRI1) .
CURL3 = Solanum lycopersicum

JA

B9R7M7 0 7.07 0 Cytochrome P450. putative (EC 4.2.1.92) = Ricinus communis

BOSK95 25.00 32.40 30.55 1?-.0xophytod1el.10ate reductase opr. putative (EC 1.3.1.42) =
Ricinus communis

BOT1J4 0 757 0 Acyl-CoA.dehydrogenase. putative (EC 1.3.3.6) = Ricinus
communis
Acyl-coenzyme A oxidase 2. peroxisomal (AOX 2) (EC 1.3.3.6)

065201 0 3.37 0 (Long-chain acyl-CoA oxidase) (AtCX2). ACX2 At5g65110
MQN23.4
Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (AOX 1) (EC 1.3.3.6)

065202 0 6.02 0 (Long-chain acyl-CoA oxidase) (AtCX1). ACX1 At4g16760
dl4405c FCAALL.119

BORKNS 11.97 58.47 12.98 3-.h.ydroxyacyl-Cf)A dehyrogenase. putative (EC 5.1.2.3) =
Ricinus communis

BORWL7 26.81 172.46 24.63 3-ketoacyl-CoA thiolase B. putative (EC 2.3.1.16) = Ricinus
communis
3-ketoacyl-CoA thiolase 2. peroxisomal (EC 2.3.1.16) (Acetyl-
CoA acyltransferase 2) (Beta-ketothiolase 2) (Peroxisomal 3-

RSV 0 A2y 1443 oxoacyl-CoA thiolase 2) (Peroxisome defective protein 1). PED1
KAT2 At2g33150 F25118.11

BOVXR3 0 6.32 0 JAR1-like protein. JAR6 = Nicotiana attenuate

D8V3L7 0 31.69 11.73 Plast.n.i ]as.monates ZIM-domain protein.JAZ putative = Hevea
brasiliensis

BYS1E9 0 1458 0 TranscrlPtlon factor AtMYC2. putative (EC 1.3.1.74) = Ricinus
communis

QILTC4 0 22.22 0 At3g23250 (MYB transcription factor 15)

Q38913 25.02 115.28 403.93 Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4). EXT1 EXT4 At1g76930 F22K20.3
At2g39770/T517.7 (CYT1 protein) (GDP-mannose

022287 19.39 55.40 18.46 pyrophosphorylase) (Putative GDP-mannose
pyrophosphorylase). cytl GMP1 At2g39770

B9S554 428 0 0 3-ketoacyl-CoA thiolase B. putative (EC 2.3.1.16) = Ricinus
communis

BOSTS1 7434 61.95 14.86 ]a.st.nonate ZIM d.omaln-contammg protein. JAZ putative =
Ricinus communis

080575 14.68 4.40 0 6.7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase. chloroplastic (DMRL

synthase) (Lumazine synthase) (EC 2.5.1.9)
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004331

QYFNX8

P43255

049538

004331
B9R7M7

B9T1J4

065201

065202

BI9RKN5
BO9RWL7
B9ST81
D8V3L7
B9S1E9

QILTC4

022287

SA
C5IJB4
004331
ASBPTS
A5YMH3
BISOK2
064963
B9S310
B9S7U9
Q38913
Q3E919
QOMG6E7
049538
004331
Q38913
A5BPTS

A5YMH3

27.67

27.67

11.97

26.81

74.34

19.39

10.14

27.67

37.26

25.02

27.67

25.02

10.83

10.83

7.07

7.57

3.37

6.02

58.47

172.46

61.95

31.69

14.58

22.22

55.40

0

10.83

114.83

97.95

485.52

85.54

3.95

18935.8
1

115.28

0

0

0

10.83

115.28

114.83

97.95

21.66

1.79

21.99

4.45

21.66

12.89

24.63

14.86

11.73

18.46

21.66

111.11

548.65

403.93

5.92

10.16

4.45

21.66

403.93

0

Prohibitin (Prohibitin 3). Atphb3 At5g40770/K1B16.2
At5g40770

Lipoxygenase 4. chloroplastic (AtLOX4) (EC 1.13.11.12) (LOX3-
like protein). LOX4 LOX3 At1g72520 F28P22.29 T10D10.1
COP9 signalosome complex subunit 8 (CSN complex subunit 8)
(Constitutive photomorphogenesis protein 9) (Protein FUSCA
7). CSN8 COP9 FUS7 At4g14110 d13095c

At5g65790 (MYB transcription factor 68) (Myb - related
protein) (Transcription factor-like protein). F6H11.100
At5g65790

Prohibitin (Prohibitin 3). Atphb3 At5g40770/K1B16.2
At5g40770

Cytochrome P450. putative (EC 4.2.1.92) = Ricinus communis

Acyl-CoA dehydrogenase. putative (EC 1.3.3.6) = Ricinus
communis

Acyl-coenzyme A oxidase 2. peroxisomal (AOX 2) (EC 1.3.3.6)
(Long-chain acyl-CoA oxidase) (AtCX2). ACX2 At5g65110
MQN23.4

Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (AOX 1) (EC 1.3.3.6)
(Long-chain acyl-CoA oxidase) (AtCX1). ACX1 At4g16760
dl4405c FCAALL.119

3-hydroxyacyl-CoA dehyrogenase. putative (EC 5.1.2.3) =
Ricinus communis

3-ketoacyl-CoA thiolase B. putative (EC 2.3.1.16) = Ricinus
communis

Jasmonate ZIM domain-containing protein. JAZ putative =
Ricinus communis

Plastid jasmonates ZIM-domain protein.JAZ putative = Hevea
brasiliensis

Transcription factor AtMYC2. putative (EC 1.3.1.74) = Ricinus
communis

At3g23250 (MYB transcription factor 15)

At2g39770/T517.7 (CYT1 protein) (GDP-mannose
pyrophosphorylase) (Putative GDP-mannose
pyrophosphorylase). cytl GMP1 At2g39770

Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Litchi chinensis

Prohibitin (Prohibitin 3). Atphb3 At5g40770/K1B16.2
At5g40770

Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Vitis vinifera
Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Astragalus penduliflorus
Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Ricinus communis
Phenylalanine ammonia-lyase. PAL1 = Prunus avium
Regulatory protein NPR1. putative = Ricinus communis

STS14 protein. putative (PR-1) = Ricinus communis

Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4). EXT1 EXT4 At1g76930 F22K20.3

At5g26920

UDP-glucose:salicylic acid glucosyltransferase. SA-GTase =
Nicotiana tabacum

At5g65790 (MYB transcription factor 68) (Myb - related
protein). F6H11.100 At5g65790

Prohibitin (Prohibitin 3). Atphb3 At5g40770/K1B16.2
At5g40770

Extensin-1 (AtExt1) (AtExt4). EXT1 EXT4 At1g76930 F22K20.3
Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Vitis vinifera

Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Astragalus penduliflorus
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B9S0K2 0 485.52 111.11 Phenylalanine ammonia-lyase. PAL = Ricinus communis

064963 0 85.54 0 Phenylalanine ammonia-lyase. PAL1 = Prunus avium

P45732 0 133.79 30.30 Phenylalanine ammonia-lyase. PAL17.1 = Stylosanthes humilis

B9S310 0 3.95 0 Regulatory protein NPR1. putative = Ricinus communis

18935.8 . . . ,

B9S7U9 37.26 1 548.65 STS14 protein. putative (PR-1) = Ricinus communis

cQ

BORK7S 0 13.86 0 Gulonola.ctone oxidase. putative (EC 1.5.99.12) = Ricinus
communis

QOWR65 0 10.25 0 Cytokinin oxidase-like protein. At3g63440

D7TAZ7 0 192 0 H.ls_tldme kinase 2/3/4 (cytokinin receptor). HK putative = Vitis
vinifera

BORMD?2 0 298 0 Hfs_tldme kmase.Z /3/4 (cytokinin receptor). HK putative =
Ricinus communis

BORSWS 47.61 7575 1948 H}s.tldme-contalr.nng phosphotransfer protein. AHP putative =
Ricinus communis
Two-component sensor histidine kinase bacteria. putative. two-

BO9RMP7 0 3.42 0 component response regulator ARR-B family = Ricinus
communis

D7TTG7 0 90.36 0 Two-component sensor histidine kinase bacteria. putative. two-

component response regulator ARR-B family = Vitis vinifera
Cytokinin riboside 5'-monophosphate phosphoribohydrolase

Q8RUN2 12.51 0 0 LOG1 (EC 3.2.2.n1) (Protein LONELY GUY 1). LOG1 At2g28305
T1B3.18 T3B23.2

GA

BORZI6 0 55.87 0 Glbberel!m 20 oxidase. putative (EC 1.14.11.11) = Ricinus
communis

B9T711 0 2.93 0 DELLA protein GAI putative = Ricinus communis

B9SP75 11.49 19.15 6.02 DELLA protein GAIP-B. putative = Ricinus communis

B9RIUS 3.25 24.39 7.58 DELLA protein GAI putative = Ricinus communis

Ambas etapas en la induccion de la abscisiéon, temprana y tardia, en la ZA de meldn, estan
caracterizadas aparentemente por una biosintesis y sefializacion activa de etileno y ABA,
aunque en la induccién temprana la expresién de mas genes de respuesta a etileno o ABA
se vio afectada en comparacion a la fase tardia de la abscision. En particular, dos genes
diferentes de S-adenosilmeteonina sintasa (SAMS: SAMS1 y SAMSS5), cuatro genes
diferentes de ACS (Fig. 34), tres genes diferentes de ACO (Fig. 35), un gen ETRI, un gen
ETR2, y dos genes diferentes ERF (ERF, ERF11) aumentaron durante la induccién
temprana de la abscision (cluster B) (Fig. 37), mientras que un gen de meteonina sintasa 2,
dos genes diferentes ACS, un gen ACO y dos genes ERF (ERF6, ERF14) aumentaron
durante la induccion tardia de la abscisién (cluster C) (Fig. 37). Por tanto, parece que
ETR1, ETR2, and ERF11 estan involucrados en la induccién temprana de la abscision,
mientras que ERF6 y ERF14 estan involucrados en la induccién tardia de la abscisién de

melon.
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La aproximacion basada en pirosecuenciacion permitié la identificacion de 24 secuencias
que contenfan el dominio AP2, y fueron retenidas para andlisis filogenéticos posteriores

(Fig. 36).

__|: Qounts< [ T TEE

[Qa5rRs3* ][ HEITT
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D7TX0 | 6 |
AtACS12
AtACSS
AtACS4
AtACS9
AtACS5
CmACS3
AtACS11
1 AtACS7
(0821231
CmACS1
AtACS1
AtACS2
AtACS6
CmACS2

Figura 34. Andlisis filogenético de ACS de melén con otros genes ACS. Las secuencias incluidas en este
alineamiento son de melén (Cucurbit Genomics Database; http://www.icugi.org/cgi-
bin/ICuGI/EST/home.cgi?organism = melon), y arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las proteinas ACS
estudiadas de nuestro trabajo estan adjuntas en una caja abierta. Las IDs UniProt seguidas por asteriscos
indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscisiéon (grupo ). Los niveles de
expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que presenta el nivel
maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero de transcritos por
total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como porcentajes de la maxima
abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cddigo de colores desde 0% (blanco) a
100% (azul oscuro).
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Basado en su patron de expresion, el cual era alto en la ZA a una separacion celular parcial,
ERF11 puede ser considerado un buen candidato para codificar un ERF involucrado en la
regulacion de la abscision del fruto maduro. En contraste, ha sido descubierto que otros
genes relacionados con la sefalizacion de etileno, tales como EILZ (EIN3-like, EIL), estan
involucrados en la abscisién de fruto maduro de olivo (Parra-Lobato y Gomez-Jimenez,
2011), mientras que ha sido demostrado que ETR4 y CTR1 participan en las etapas tardias
de la abscisidn floral de tomate (Botton y cols., 2003). En este estudio, el aumento de genes
que codifican componentes de biosintesis y sefalizacion de etileno antes de producirse la
separacion celular es consistente con los informes previos que describen que la abscision
de manzana estad precedida por un incremento en la biosintesis y sensibilidad a etileno

(Zhuy cols., 2011).

loscsk7*| IEEM [ |
214
[0486317] ]
[Borvxe"] INEE_ T
1 AtACO1
—'_'—lBBRKAD*| “
CmACO2
B —————— AtACOS5

— AtACO2

L—— AtACO3

CmACO1
| 'Codcds | ST

CmACO3

AtACO4

[czuika*] 143 |

Figura 35. Andlisis filogenético de ACO de melén con otros genes ACO. Las secuencias incluidas en este
alineamiento son de melén (Cucurbit Genomics Database; http://www.icugi.org/cgi-
bin/ICuGI/EST/home.cgi?organism = melon), y arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las proteinas
ACO estudiadas de nuestro trabajo estan adjuntas en una caja abierta. Las IDs UniProt seguidas por asteriscos
indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscisiéon (grupo ). Los niveles de
expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que presenta el nivel
maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el ndmero de transcritos por
total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como porcentajes de la maxima
abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cddigo de colores desde 0% (blanco) a
100% (azul oscuro)
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También fue observada la represion de genes relacionados con la biosintesis y respuesta
de etileno en la ZA de meldn durante la abscisién (cluster A) (Fig. 37) un gen de SAMS, dos
ACO, un ERS1, y cinco ERF (ERF1, ERF1B, ERF, ERF/RAP2.3 ERF/AP2). Ha sido
demostrado que la mayoria de los ERFs encontrados en la ZA estan inducidos por
abscision o tratamiento con etileno, incluyendo ERF1 y ERF2 de citricos (Agusti y cols.,
2009), ERF de manzana (Botton y cols., 2011), y ERF1b, ERFlc, ERF2 y ERF3 de tomate
(Meir y cols., 2010). Sin embargo, la disminucién de expresiéon de ERF1 y ERF1B en melén

estad probablemente asociada con la induccién temprana de la abscisién de melon.

BASTH2 Dias post-antesis
B95948 36 38 40
BISIXD ERF (B9STH2)
DR ERF (B9S948)
[ a6VsE ERF1B (B9SZX0)
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\_< :"" AP2/ERF (Q6V5.8)
sarz ERF11 (DBVD38)
_1 QUFHS4 AP2D8 (D5L0Z2)
BITGE3 ERF114 (QOFH54)
psLa RAP2.3 (B9TBG3)
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— AP2D21 (D5L105)
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QESWK2 AP2D28 (D5L112)
5L T4 AP2D42 (D5L126)
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D16
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Figura 36. Analisis filogenético de ERF de meldn con otros genes AP2/ERF. Las secuencias incluidas en este
alineamiento proceden de nuestro trabajo. Los niveles de expresién génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con
barras de colores. Para la muestra que presenta el nivel méximo de expresion, la abundancia de transcritos
normalizada se expresa como el numero de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el
nivel de expresién se indica como porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen,
como se describe en el c6digo de colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)

Ademads, genes clave relacionados con la biosinstesis de PAs, incluyendo ADC, NCPA,
SAMDC, y SPDS, mostraron una regulaciéon temporal a través de las muestras estudiadas
(Fig. 37). La disminucién de un gen ADC1, un NCPA, y dos SPDS diferentes a 38 DPA en la
ZA de melo6n concuerda con los resultados obtenidos en manzana durante la abscisién de
fruto inducida por sombreado y por NAA (Zhu y cols,, 2011). Sin embargo, otros genes

relacionados con PA como un ADC y tres SAMDC, aumentaron posteriormente en la
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abscision de melon, lo que concuerda con los datos de actividad de ADC de olivo durante la
abscision del fruto maduro (Gomez-Jimenez y cols., 2010), aunque en olivo se observé un

descenso de la expresién de SAMDC durante la abscisién (Gil-Amado y Gomez Jimenez,

2012).

Dias post-antesis

Dias post-antesis
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Figura 37. Perfil de expresion de genes relacionados con biosintesis y sefializacion de etileno y biosintesis de
poliaminas, reconstruida a partir del transcriptoma obtenido por pirosecuenciacion 454. Las IDs de UniProt
con asterisco indican que ese transcrito mostré variaciones significativas durante la abscisiéon (P<0,01, grupo
I). Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la muestra
que mostré el nivel maximo de expresion, la abundancia normalizada de transcritos, se expresé como el
numero de transcritos por total. Para las demas muestras, los niveles de expresion se indican como
porcentajes de la maxima abundancia normalizada de un gen, como se describe en el cdigo de color desde 0%
(blanco) hasta el 100% (azul oscuro). Informacién adicional sobre los genes relacionados con hormonas se
exponen en la tabla 14.

La ZA de melo6n sufre un gran incremento en la expresidn relacionada con etileno y ABA
simultdneamente durante la abscisién, lo que sugiere funciones reguladoras y/o
interacciones para estas dos hormonas en la ZA de mel6n. Ha sido propuesto que el ABA
podria percibir el estrés por nutrientes y asi podria estar correlacionado con la activaciéon
de la abscision asociada a etileno en la fructificacion de citricos (Gomez-Cadenas y cols.,
2000), y con la abscision inducida por sombra en frutos de manzano (Zhu y cols., 2011).

En nuestro estudio, de los 8 genes expresados diferencialmente que estan involucrados en

la biosintesis de ABA, 6 mostraron una mayor abundancia de transcritos durante la
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induccion temprana de la abscision de melén, lo que indica que los niveles de ABA
probablemente aumenten a 38 DPA en la ZA (Fig. 38). Ademads, esta pronunciada
induccién de genes de biosintesis de ABA es seguida por una disminucién posterior de
transcritos. Al mismo tiempo, un transportador ABC de ABA de clase G (Kuromori y
Shinozaki, 2010), ABCG25, que exporta ABA a través de la membrana plasmatica, esta
inducido a 38 DPA, mientras que ABCG40, un importador de ABA se induce a 40 DPA (Fig.
44), lo que sugiere el control activo del transporte de ABA entre las células de la ZA
durante la abscision de mel6n. El metabolismo de ABA, por tanto, demuestra claramente
una activacion transcripcional coordinada durante la abscision en la ZA de melén.

Biosintesis de Dias post-antesis
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Figura 38. Perfil de expresidn de genes relacionados con la biosintesis y sefializaciéon de ABA en la ZA del fruto
durante la abscision de melén. Los IDs de UniProt seguidos por asterisco indican transcritos que muestran
variaciones significativas durante la abscision (P<0,01, grupo I). Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40
DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la muestra que mostré el nivel maximo de expresion, la
abundancia normalizada de transcritos, se expresé como el nimero de transcritos por total. Para las demas
muestras, los niveles de expresion se indican como porcentajes de la maxima abundancia normalizada de un
gen, como se describe en el cédigo de color desde 0% (blanco) hasta el 100% (azul oscuro).. Informacién
adicional sobre genes relacionados con hormonas se muestra la tabla 15.

En este analisis también se encontraron componentes de la sefializacion de ABA inducidos
durante la induccién temprana y/o tardia de la abscisién. Cuatro PP2C (fosfatasas de tipo

2C), dos SnRK2 (subfamilia 2 o quinasas relacionadas con SNF1) y una ABF3 (factor
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transcripcional de la subfamilia AREB/ABF) aumentaron exclusivamente durante la
induccién temprana de la abscisién de melon, mientras que solo una PP2C aumentd
durante la induccién tardia (Fig. 38). Ademas, se observ6 la disminucién de expresién de
genes relacionados con ABA al continuar la abscisiéon. Un PYR/PYL (receptor de ABA) y
una PP2C disminuyeron durante la induccién temprana, mientras que cuatro PP2C, dos
SnRK2 y una ABF3 disminuyeron en la ZA de mel6n durante la induccién tardia de la

abscision.

Estas diferencias en respuestas relacionadas con ABA sugieren que la sefializacién de ABA
es mas activa en la induccién temprana que en la tardia de la abscisién de fruto maduro de
meldn. Adicionalmente, solo un SnRK2 aumenté notablemente durante la induccién
temprana y tardia de la abscision, lo que indica que este SnRK2 podria ser cominmente
requerido para la completa activacién de factores de transcripcién AREB/ABF necesarios

para la separacion celular completa durante la abscision de melén.

Metabolismo Dias post-antesis
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Figura 39. Perfil de expresion de genes relacionados con la biosintesis y sefializacién de auxina en la ZA del
fruto durante la abscision de meldn. Los IDs de UniProt seguidos por asterisco indican transcritos que
muestran variaciones significativas durante la abscisiéon (P<0,01, grupo I). Los niveles de expresion génica a
36, 38 y 40 DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la muestra que mostrd el nivel maximo de
expresion, la abundancia normalizada de transcritos, se expres6 como el nimero de transcritos por total. Para
las demas muestras, los niveles de expresion se indican como porcentajes de la maxima abundancia
normalizada de un gen, como se describe en el cddigo de color desde 0% (blanco) hasta el 100% (azul oscuro)..
Informacion adicional sobre genes relacionados con hormonas se muestra la tabla 15.
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Dada la importancia de los procesos mediados por auxina en la abscision (Dal Cin y cols.,
2009), es necesaria mas investigaciéon para dilucidar el modo de accién de la sefializaciéon
de auxina en la ZA. Se observé una divergencia en la expresién de genes relacionados con
auxina en la inducciéon temprana de la abscision respecto de la tardia. Solo un gen
relacionado con auxina (IAA2) mostré un aumento durante la inducciéon tardia, mientras
que 8 genes aumentaron durante la inducciéon temprana de la abscision en meldén (Fig. 39)
El gen de la auxina-aminodacido hidrolasa el cual esta involucrado en la homeostasis de la
auxina, aumenté y disminuyé durante la induccién temprana y tardia de la abscisiéon
respectivamente, por lo que la auxina-aminodcido hidrolasa podria producir
concentraciones locales de auxina dentro de la ZA para promover la expansion celular con

el fin de completar la separacion celular.

Esto es consistente con otros estudios en abscision, en los que se observé que los genes
codificantes de proteinas homoélogas de esta familia eran inducidos tras la eliminacién de
flores (Meir y cols., 2010) y la abscisién de frutos inducida por NAA (Zhu y cols., 2011). Sin
embargo, se observé que los niveles de transcritos para las enzimas que conjugan auxina
GH4.5 y GH3.1 aumentaban durante la induccién temprana de la abscision de meldn.
Ademas, estos genes GH3.5 y GH3.1 mostraron una expresion inhibida en la ZA de melén

durante la induccion tardia de la abscision.

Muchos transcritos relacionados con el transporte y percepcion de auxina también
sufrieron incrementos durante la induccién temprana de la abscisién en meldn.
Investigaciones previas indicaron que el pico de etileno que precedia a la abscisién en
manzanas inmaduras podria ser responsable del menor nivel de transcritos de un
transportador de eflujo de auxina PIN1 en semillas, lo que lleva a una exportacién
reducida de auxina y a la induccidn de abscision de frutos inmaduros de manzana (Zhu y
cols., 2011). En el estudio realizado, los niveles de transcritos para dos transportadores de
eflujo de auxina (AEC3, AEC) disminuyeron en la induccién temprana de la abscision, esta
bajada de expresién indica que podria estar relacionada con una tasa reducida de
transporte basipétalo de auxina en la ZA de meldén y podria sefialar el principio del
proceso de abscision, lo cual podria estar asociado con incrementos en la expresion de
genes relacionados con etileno. Sin embargo, un transcrito que codifica un transportador
de influjo de auxina like protein 3 (AUX1/AIC3) aument6 durante la induccién temprana
de la abscisidn de meldn, lo que sugiere que participa en la regulacion del influjo de auxina
y en mantener la “fuerza de sumidero” en este tejido, de manera similar a los ortélogos de

arabidopsis y tomate AtLAX3 y SILAX3, en los que se ha demostrado que crean sumideros
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de auxina en células especificas (Vandenbussche y cols., 2010; Pattison y Catala, 2012).
Ademas, un gen de un receptor de auxina, TIR1 (TIR1/AFB, receptor nuclear) aumenté

durante la induccién temprana de la abscisién.
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Figura 40. Perfiles de expresion de genes relacionados con el metabolismo y sefializaciéon de JA en la ZA de
frutos durante la abscisién de fruto maduro de melén. Los IDs de UniProt seguidos por asteriscos indican
transcritos que muestran variaciones significativas durante la abscisién (P<0,01, grupo I). Los niveles de
expresion génica a 36, 38 y 40 DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la muestra que mostro6 el nivel
maximo de expresion, la abundancia normalizada de transcritos, se expres6 como el nimero de transcritos por
total. Para las demdas muestras, los niveles de expresién se indican como porcentajes de la maxima abundancia
normalizada de un gen, como se describe en el c6digo de color desde 0% (blanco) hasta el 100% (azul oscuro).
Informacién adicional sobre los genes relacionados con hormonas se muestran en la tabla 16.

Los datos obtenidos indican que hay numerosos transcritos de respuesta a auxina. Las tres
familias de genes de respuesta a auxina temprana, Aux/IAA (IAA2), GH3 (GH3,5y GH3,1),y
SAUR, el cual contiene un motivo de unién al FT ARF, aumentaron durante la induccion
temprana de la abscisién de melén. Solo un gen Aux/IAA, IAA2, mostré una expresion
incrementada en la ZA de melén en ambas fases, inducciéon temprana y tardia de la
abscision, sugiriendo que IAA2 esta probablemente asociado a la abscision, y podria ser
requerido para la separacién celular completa durante la abscisién en la ZA de melén. En
contraste, los genes [AA1 e IAA2 disminuyeron por decapitacidon en Mirabilis jalapa, 1o que
demostrd una correlacion entre la adquisicién de competencia para responder a etileno en
ZAs de hojas y tallo, y una declinacién en la abundancia de transcritos de genes
reguladores de auxina (Meir y cols.,, 2010). Adicionalmente, se detectaron numerosos

genes regulados por auxina pertenecientes a Aux/IAA, los cuales disminuyeron durante la
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induccion temprana de abscision. En la ZA de flores de tomate, la expresion disminuida de
estos genes Aux/IAA es el resultado de una reducciéon de auxina tras la eliminacién de
flores, y no es ni especifico de la ZA ni afectado por etileno (Webster, 1975). En este
estudio, la modificacion de la sensibilidad a auxina por disminucién de los reguladores de

respuesta a auxina, como Aux/IAAs, puede conducir a la abscisién del fruto maduro.

Metabolismo de Dias post-antesis
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Figura 41. Perfiles de expresion de genes relacionados con el metabolismo y sefializaciéon de SA en la ZA de
frutos durante la abscisién de fruto maduro de melén. Los IDs de UniProt seguidos por asteriscos indican
transcritos que muestran variaciones significativas durante la abscisién (P<0,01, grupo I). Los niveles de
expresion génica a 36, 38 y 40 DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la muestra que mostro6 el nivel
maximo de expresion, la abundancia normalizada de transcritos, se expres6 como el nimero de transcritos por
total. Para las demdas muestras, los niveles de expresién se indican como porcentajes de la maxima abundancia
normalizada de un gen, como se describe en el c6digo de color desde 0% (blanco) hasta el 100% (azul oscuro).
Informacién adicional sobre los genes relacionados con hormonas se muestran en la tabla 16.

En la induccién temprana de la abscision de melén también se observé un aumento de
expresion de genes relacionados con JA (Fig. 40) y SA (Fig. 41) 5 de los 7 genes expresados
diferencialmente que estan involucrados en la biosintesis de JA fueron inducidos en la ZA
de melén durante la inducciéon temprana. Esto también ha sido descrito en la abscision de
hojas en citricos (Agusti y cols., 2009) y en la abscisién de estambres de Arabidopsis (Cai
y Lashbrook, 2008). De manera similar, se observé un aumento de expresion de dos genes
JAZ y un MYC2 en la ZA de meldn durante la abscisidn, lo que sugiere un incremento de
niveles de JA y sensibilidad en su mediacién en la abscisién de mel6n. Ademas, muchos
genes relacionados con SA, tales como PAL, NPR1, PR-1 y PR-4 aumentaron su expresion
durante la abscision. Los datos de perfil génico indicaron que los transcritos de PR-1 y PR-
4, los cuales son marcadores para la respuesta a SA (Pieterse y Van Loon, 2004), se

incrementaron durante la induccion temprana de la abscision de melén, mientras que un
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transcrito de UDP-glucosa:SA glucosiltransferasa, el cual esta involucrado en la

conjugacion de SA, se incrementé durante la induccién tardia de la abscision de melon.
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Figura 42. Perfiles de expresion de genes relacionados con la biosintesis y sefializacién de BR (A), CK (B) y GA
(C) en la ZA de frutos durante la abscisién del fruto maduro de melén. Los IDs de UniProt con asteriscos
indican transcritos que muestran variaciones significativas durante la abscisiéon (P<0,01, grupo I). ). Los
niveles de expresién génica a 36, 38 y 40 DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la muestra que
mostroé el nivel maximo de expresion, la abundancia normalizada de transcritos, se expres6 como el nimero de
transcritos por total. Para las demas muestras, los niveles de expresion se indican como porcentajes de la
méxima abundancia normalizada de un gen, como se describe en el cédigo de color desde 0% (blanco) hasta el
100% (azul oscuro). Informacién adicional sobre los genes relacionados con hormonas se muestran en la tabla
16.

El aumento de la sefalizacion de BR fue inesperado durante la abscisién de melén (Fig.
42). Aunque los BR son reguladores esenciales del crecimiento involucrados en muchos
procesos fisiolégicos (Gudesblat y Russinova, 2011), su papel en la regulaciéon de la
abscision sigue sin ser determinado, ya que la informacién con respecto a los genes que
regulan la sefializacion de BR en la ZA durante la abscision es extremadamente limitada.
Este trabajo provee el primer informe disponible que muestra el aumento de los
componentes principales de la sefializacion de BR durante la abscisidon, con énfasis
particular en la induccién temprana de la abscision. Observamos que un receptor quinasa

BRI1, 2 correceptores BAK1, una fosfatasa BSU1 y un FT BES1/BZR1 (BES1/BZR1
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proteina homologa 4, BEH4 Atlg78700) aumentaron su expresion exclusivamente durante
la induccién temprana de la abscisién de mel6n, mientras que solo un gen diferente del
receptor BRI1 aumenté su expresion exclusivamente durante la induccién tardia de la
abscision, lo que sugiere que el aumento del receptor BRI1 podria ser requerido para la
separaciéon celular completa durante la abscision. Asi, la distribucién temporal de la
expresion de BRI1, BAK1, BSU1 y BEH4 indica que su acciéon coordinada regula la

respuesta a BR en la ZA de melén durante la abscisién del fruto maduro.

Recientemente, ha sido demostrado que la proteina PP2A (proteina fosfatasa
citoplasmatica 2A) es responsable de desfosforilar a BZR1 y BZR2/BES1, incrementando
asi la forma activa de estos factores de transcripcion y promoviendo la sefializacién de BR
(Tang y cols., 2011). Se encontr6 un aumento de la expresién de dos genes PP2A
(PP2AA2DF1/At3g25800, PP2A5/At1g69960), y un gen BEH4-like (BZR1) en la ZA de
mel6n a los 38 DPA, lo que sugiere que el aumento del gen PP2A activa la expresion de
genes de respuesta a BR en la ZA de meldn en abscision mediante la desfosforilaciéon de
BEH4. Ademas, experimentos recientes indican que PP2A también regula la biosintesis de
etileno regulando diferencialmente el intercambio entre las isoformas de ACS (Skottke y
cols., 2011), lo que sugiere que la fosfatasa PP2A podria estar involucrada en el proceso de
abscision. Estos datos implican que la biosintesis de etileno y la sefializacién por BR
convergen a nivel transcripcional para activar sinérgicamente la abscisiéon de meldn.

Por otro lado, se ha observado que BES1/BZR1 interactian con otros factores de
transcripcién para activar sinérgicamente genes diana (Li y cols., 2009) y reclutar dos
histonas demetilasas que contienen dominios jumonji, ELF6 y REF6 (Yu y cols., 2008) y un

FT de elongacién, IWS1 (Liy cols., 2010) para regular la expresion génica.

En general, ocurren muchos cambios significativos de abundancia de transcritos asociados
a respuestas de BR en la ZA de meldn, lo que sugiere una compleja respuesta coordinada
de BR en este tejido. Por ejemplo, el gen TCH4 de Arabidopsis, el cual codifica una
xiloglucano endotransglucosilasa/hidrolasa, aumenta su expresion por BRs (Iliev y cols.,
2002). En este trabajo se encontré que la abscisién induce la expresion del gen TCH4 en la
ZA de meldn, lo cual podria reflejar un reclutamiento de actividad modificadora de pared
celular en la ZA durante la induccién temprana de la abscision. También se observé el
aumento temprano del FT de elongacién IWS1 durante la abscision de melén. Basado en
este escenario, una explicacion plausible seria que la sefializacion de BR activada a través
de BEH4 podria estar involucrada en el aumento de IWS1 mostrado durante la induccién

temprana de la abscision de meldn. De manera notable, dos factores de transcripcion
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involucrados en respuestas a luz y a sefializacion de BR, HY5 y GATA2, aumentaron
durante la induccién temprana de la abscision paralelamente al FT BEH4, lo que sugiere su
participaciéon en la sefalizaciéon de BR durante la abscisién de melén. Otro FT como
FLOWERING LOCUS C (FLC), regulado por BRs durante el desarrollo reproductivo (Clouse,
2011), disminuy6 durante la abscisiéon de meldn, planteando la cuestién sobre si BR regula

la expresion de FLC durante la abscision de melén a través de un dimero BES1/REF6.

La interaccion de la sefializaciéon de BR y auxina se conoce bien, y los estudios globales
ChIP-chip revelaron que muchos FTs regulados por auxina son dianas de BZR1 aparte de
los genes PIN involucrados en el transporte de auxina (Clouse, 2011). En este estudio, se
muestra que la expresion génica de 1AA2, GH3,5, GH3,1 y SAUR aumentaba durante la
inducciéon temprana de la abscisién paralelamente al aumento de genes relacionados con
BRs. En este sentido, no puede ser descartado que los BRs puedan ejercer un efecto
regulador directo sobre la expresion de estos genes relacionados con auxina en la ZA de
meldn durante la induccién temprana de la abscisién. Ademas, muchos genes involucrados
en la biosintesis o sefalizacion de GA, ABA, etileno, CQ y JA son dianas directas de BZR1 y
BES1 (Clouse, 2011), lo que implica que ademas de genes diana especificos de BR, la
sefializacion de BR afecta la actividad de la mayoria de otras hormonas en una variedad de

maneras que podrian ayudar a integrar sefiales que conducen a la abscisiéon de melon.

En el caso de las GAs, nuestros datos sugieren que su sefializacion se encuentra
negativamente regulada por GAI (proteina DELLA) durante la abscision de melén (figura
42), un descubrimiento consistente con los datos de manzana durante la abscisién de fruto
inmaduro (Botton y cols., 2011) y durante la abscisién inducida por sombra y NAA (Zhu y
cols.,, 2011). Sin embargo, la activacidén de la biosintesis de GA durante la abscisién de
melon contrasta con los datos de la abscision de fruto inmaduro de manzana (Botton y
cols., 2011), lo que sugiere que un bajo nivel de GA en la ZA de fruto inmaduro y un alto
nivel de GA en la ZA de fruto maduro podrian estar asociados con abscisién. Asi, nuestro
estudio indica que ademas de la participacion de etileno, ABA, ]JA, y auxina en el control de
los eventos de abscision, otras hormonas como SA y BR, aparentemente participan en una
intrincada red de interaccién regulando la induccién temprana de la abscisiéon de melén.
Un mapa representativo de KEGG para la sefializaciéon por hormonas vegetales durante la

abscision de meldn se proporciona en la figura 43.
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Figura 43. Mapa metabélico de las rutas de transduccién de sefiales de fitohormonas en la ZA de fruto de
melén. Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA estan indicados con barras coloreadas. Para la
muestra que mostroé el nivel maximo de expresidn, la abundancia normalizada de transcritos, se expres6 como
el nimero de transcritos por total. Para las demds muestras, los niveles de expresién se indican como
porcentajes de la maxima abundancia normalizada de un gen, como se describe en el cédigo de color desde 0%
(blanco) hasta el 100% (azul oscuro).
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4.3.4. Expresion génica relacionada con el transporte

Se encontraron 103 genes con expresién diferencial relacionados con el transporte en la
ZA de frutos (Fig. 44). Ocho transportadores de azicares aumentaron a 38 DPA, mientras
que un transportador de hexosas, un transportador de manitol y otro transportador de
azucar aumentaron a 40 DPA. Ademas, se detectdé que 16 genes relacionados con el
transporte de nitrégeno (transportadores de purina, de aminoacidos y de oligopéptidos

entre otros) aumentaron a 38 DPA.

De 22 genes relacionados con el transporte de nutrientes que aumentaron a 38 DPA, dos
estan asociados con transporte de boro, 5 son transportadores calcio-ATPasas, dos
intercambiadores sodio / hidrégeno, dos transportadores de nitrato, un transportador de
folato, y uno transportador de zinc/hierro, mientras que un transportador calcio-ATPasa,
un transportador fosfato y un cotransportador sodio-acido biliar aumentaron a 40 DPA,
indicando que la mayoria de estos genes de transportadores eran preferentemente
expresados a 38 DPA. Estos resultados también parecen reflejar diferencias en el
transporte en la ZA durante la induccién temprana y tardia de la abscisién; por ejemplo, el
transporte temprano resulta principalmente realizado por la actividad génica de
transportadores de boro y nitrato y el transporte tardio por transportadores fosfato,
mientras que el transporte de sodio y calcio esta asociado con ambas etapas de la

abscision.

Transcritos de la familia ATP-binding cassette (ABC) también se acumularon de manera
abundante a 38 y 40 DPA en la ZA de frutos. Entre estos, hay dos que codifican proteinas
asociadas a resistencias multidrogas, que pertenecen al grupo de proteinas
transportadoras ABC de clase B (ABCB), las cuales también funcionan en el transporte de
auxina en diferentes especies de plantas (Verrier y cols., 2008). Este resultado podria
significar que estas proteinas que aumentan, facilitan el eflujo dirigido de auxina desde las
células de la ZA con el fin de establecer y el mantener el gradiente de auxina que regula la

induccién temprana durante la abscision.

Al mismo tiempo, otros transportadores ABC de la clase G transportan ABA (Kuromori y
Shinozaki, 2010), ABCG25, un exportador de ABA a través de la membrana plasmatica
aumenta a 38 DPA, mientras que ABCG40, un importador de ABA, aumenta a 40 DPA, lo
que sugiere un control activo del transporte de ABA entre las células de la ZA durante la

abscision de melon. Por tanto, este estudio provee informacion para identificar canales
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candidatos y genes transportadores que posiblemente estén involucrados en la regulacion

de la abscision de fruto maduro.

Transportadores de nutrientes

Transportadores de azlcares
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BORB11
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BORTZ7
D7SPD1
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Proteina SecY/SEC61-alfa
Transportador de purina
Permeasade purina
Proteina transportadora
Permeasade purina
ransportador de aminodcidos catidnicos
Transportador de aminodcidos
ransportador de purina
Transportador de aminodcidos
Transportador de aminoacidos
Portador de aminoacidos
Transportador de péptidos/nitrato
Transportador de oligopéptidos
Transportador de aminoacidos
Translocasa de proteinas
Transpurtadcr de aminoacidos cationicos
| |proteina SecY/SEC61-alfa

Acuaporinas

BAT6Q6 Intercambiador sodio/potasio/calcio
BOSPIO Transportador de nitrato
BORRS3 ~ | Transportador zinc/hierro
BOREW3 Intercambiador sodio/hidrégeno
BIRISE Transportador de glicerol-3-fosfato
BORB14 Transportador de boro
BASHOO ATPasa transportadora de calcio
BORHME ATPasa 13al transportadora de calcio
081108 ATPasa 2 transportadora de calcio
D7T469 ATPasa transportadora de calcio
085717 Canal idnico 1 cerrado por nucleétido ciclico
Q1JRAZ 0 Intercambiador sodio/hidrogeno, nhx4
B9S1K8 Simportador sodio/prolina
Q56XP4 Intercambiador sodio/hidrogeno 2
B9S690 < Proteina transportadora de folato
B8S2D6 Transportador de nitrato
BOR8X1 Transportador organico anidnico
BSRID8 Translocador 2-oxoglutarato/malato
B9SQ31 Intercambiador vacuolar catién/protén 12
D7U403 Transportador de sodio
BIRWZ4 ATPasa transportadora de calcio
BIRNBS Transportador de boro
BIRK15 Cotransportador de sodio-acido biliar
Q7XJR2 Transportador de fosfato PHT4;2
BIR709 ATPasa transportadora de calcio
Transportadores ABC
BoTeév3 Bl |  |Bombaderesistenciaa multidrogas
BON856 Transportador ABC, ABCF1
BY9SAP4 Mrp2,6
BYRKHS Bomba de resistenciaa multidrogas
B9T8C4 Transportador ABC, ABCG25
D7TVM3 Transportador ABC, ABCF3
D7SW65 Transportador ABC, ABCF5
BIRUVS Transportador ABC, ABCF4
BYRJZS Transportador ABC, ABCG40
BI9RQFO Transportador ABC, ABCG36
B9SGGS Transportador ABC, ABCG6
D7U275 Transportador ABC, ABCC14
Transportadores de metales
QBR3K6 YSL6, YELLOW STRIPE LIKE 6
QB4LRO Transportador de metal idnico
BITONS Transportador de metalidnico
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Figura 44. Perfil de expresion de familias génicas que codifican proteinas de transporte durante la abscision
de melén. Las secuencias fueron seleccionadas tras establecer un P<0.01 (grupo I). Los niveles de expresion
génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que presenta el nivel maximo de
expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero de transcritos por total de
transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como porcentajes de la maxima abundancia
de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de colores desde 0% (blanco) a 100% (azul

oscuro)

4.3.5. Identificacion de los factores de transcripcion durante la induccién temprana

y tardia de la abscision del fruto maduro

De los 4.801 genes expresados diferencialmente en la ZA del fruto, 123 eran genes que

codifican factores de transcripcion (FT) de diversas familias (P<0,01), la mayoria de ellos

con un patréon de inducciéon desde 36 a 38 DPA (tabla 18). En total, se encontraron 36
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genes cuyas cantidades maximas fueron detectadas dentro del cluster A, 73 genes a 38

DPA dentro del cluster By 15 genes a 40 DPA dentro del cluster C.

Dentro del cluster A, con maximos de transcripcion a 36 DPA, el FT mas abundante fue una
proteina con dominio NAC encontrada en el subcluster A3 (tabla 18). De manera notable,
habia una proteina AP2/ERF (ERF1) que era abundante en el subcluster A2 (tabla 18). Las
proteinas AP2/ERF fueron la clase de proteina méas representada a 36 DPA, una dentro del
subcluster A1, cuatro dentro del subcluster A2 y una dentro del subcluster A3, lo que
sugiere una coordinacion regulada de esta clase de FTs. Las proteinas MADS-box fueron la
segunda clase mas representada dentro del subcluster A2 (MADS2, ERAF17 y flowering
locus C/FLC). La aproximacién basada en pirosecuenciaciéon identificé 7 secuencias que
contenian el dominio conservado MADS, las cuales fueron utilizadas para posteriores

analisis filogenéticos (Fig. 45).

En el cluster B, todos los transcritos para FTs fueron encontrados en el subcluster B1
(tabla 18), lo que sugiere que existe una coordinacién transcripcional ajustada en la
induccién temprana de la abscision de melén. Las clases que estdn bien representadas en
el cluster B incluyen 10 proteinas con zinc finger y 10 proteinas con dominio homeobox.
Remarcablemente, solo 15 FTs fueron encontrados dentro del cluster C, lo que sugiere que
ocurre una regulacion restrictiva del transcriptoma en la induccidn tardia de la abscisiéon
de meldn (tabla 18). En el cluster C, 14 de los 15 genes se encontraron dentro del
subgrupo C1. Los FTs mas abundantes fueron dos proteinas zinc finger y una proteina
AP2 /ERF (ERF6) encontradas dentro del subcluster C1 (tabla 18). Ademas, una proteina
represora inducida por auxina (IAA2) fue incluida en el subcluster C2. Finalmente, no se
encontré ninglin gen para el subcluster C3 dentro del grupo I. Por tanto, la mayoria de los
miembros de las familias MADS box y Aux/IAA fueron encontrados dentro del cluster A, y
eran genes reprimidos durante la abscisién de meldn, mientras que la mayoria de los
miembros de las familias zinc finger, WRKY, basic lecine zipper (bZIP) y NAC fueron
encontrados dentro de los cluster B o C, y fueron genes inducidos durante abscisién (tabla

18).
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UniProt ID 36 DPA 38 DPA 40 DPA Descripcion

Subcluster

‘
=

B9RMT1 4.56

[=)
(=)

F-box and wd40 domain protein. putative = Ricinus communis

Leucine-zipper transcription factor. BZIP domain class

D7T1G5 17.39 0 0 transcription = Vitis vinifera

BHLH domain class transcription factor. Basic helix-loop-helix

D7U8U5 24.39 0 0 (bHLH) domain = Vitis vinifera

B3VTV7 12.46 0 0 R2R3 MYB60 transcription factor. MYB60 = Vitis vinifera

D7TBU1 12.34 0 0 Aux/IAA protein = Vitis vinifera

EOCRP8 7.47 0 0 Homeobox protein = Vitis vinifera

D7TRM3 7.14 0 0 Homeobox protein = Vitis vinifera

D7MC32 6.71 0 0 Transcription factor. ARALYDRAFT_493171 = Arabidopsis lyrata

Subcluster
A2

Ethylene-responsive transcription factor. putative = Ricinus

B9S948 55.87 40.46 0 .
communis

Q5S004 579.94 192.41 75.88 Ethylene response factor 1. ERF1 = Cucumis sativus

D5L0Z9 94.89 86.37 0 AP2 domain class transcription factor. AP2D15 = Malus domestica

BHLH domain class transcription factor. Basic helix-loop-helix

B9SA09 53.90 7:09 0 (bHLH) domain = Ricinus communis

Q4F8B3 22.57 19.92 0 MADS box protein. MADS2 = Prunus persica
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Zinc finger A20 and AN1 domain-containing stress-associated

QOLH]8 243.75 202.08 125.00 protein 5 (AtSAPS5). SAP5 At3g12630 T2E22.6 T2E22.105

Subcluster
A3

Zinc finger (C2H2L24). C2ZH2L domain class transcription factor =

DIZIT4 19.68 0 7.38 Malus domestica

NAC-A/B (NAC-alpha/beta) domain (1); UBA domain (1) = Vitis

D7UCZ6 792.07 178.21 458.74 L
vinifera

D7TICO 57.33 0 12.00 Homeobox protein = Vitis vinifera

Subcluster

‘
-

CCAAT-binding transcription factor subunit A. putative = Ricinus

B9SYE3 0 18.31 0 .
communis

QOOLP6 0 18.29 0 GRAS?2 = Solanum lycopersicum

D3Y3E9 0 53.64 0 DRE transcription factor 1 = Vitis pseudoreticulata

DOE574 11.82 89.83 49.64 NAP-like transcription factor = Vitis vinifera

Q9ZVv88 0 19.48 0 BES1/BZR1 homolog protein 4. BEH4 At1g78700 F9K20.26

D8VD38 0 1680.00 0 Ethylene response factor 11. ERF11 = Actinidia deliciosa

Q70AB2 0 5.29 0 Ethylene transcription factor = Fagus sylvatica

D7SVY0 0 43.12 0 HSF family protein = Vitis vinifera

BZIP domain class transcription. Transcription factor hy5. putative

B9RP68 0 78.89 23.66 .. .
= Ricinus communis

BZIP domain class transcription. Transcription factor RF2a =

BISU10 0 21.17 0 L ;
Ricinus communis

D7TIQ1 6.65 48.04 7.39 BZIP domain class transcription = Vitis vinifera

D7UCK3 0 46.51 10.07 BZIP domain class transcription = Vitis vinifera
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B9RNB2 11.56 19.97 0 WRKY transcription factor = Ricinus communis

BI9SVKS5 0 28.75 0 WRKY transcription factor = Ricinus communis

D9ZJG1 0 25.10 0 WRKY transcription factor. WRKY6 = Malus domestica

Q6R7N3 0 19.10 0 WRKY transcription factor 30 = Vitis aestivalis

BHLH domain class transcription factor. Basic helix-loop-helix

BORKM4 0 27.54 0 (bHLH) domain = Ricinus communis

BHLH domain class transcription factor. Basic helix-loop-helix

D7T2X6 0 24.39 0 (bHLH) domain = Vitis vinifera

Q9MO0B9 0 37.03 0 BHLH transcription factor. At4g30410

AT5g16880/F2K13_30 (TOM (Target of myb1)-like protein).

QYLFL3 0 13.10 0 F2K13_30 At5g16880

D9Z)82 130.24 188.74 81.67 MYBR domain class transcription factor. MYBR3 = Malus domestica

C2H2L domain class transcription factor. C2ZH2L9 = Malus

D9ZIUS 0 20.83 0 .
domestica

D7UCN8 0 10.07 9.06 RING-type zinc finger protein = Vitis vinifera

B9HUZ8 25.86 66.09 0 Zinc finger = Populus trichocarpa

B9T724 0 21.35 0 Zinc finger. GATA transcription factor. putative = Ricinus communis

A5BFHO 331.39 500.00 240.31 Zinc finger =Vitis vinifera

D9Z]A4 21.97 43.95 35.71 NAC domain class transcription factor. NAC5 = Malus domestica

B9RLW7 0 50.78 0 NAC domain-containing protein 21/22 = Ricinus communis

D7TXR6 200.00 220.83 137.50 NAC-A/B (NAC-alpha/beta) domain = Vitis Vinifera
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D9ZJ06 0 58.64 0 HD domain class transcription factor. HD12 = Malus domestica

D7TM22 0 33.98 0 Bell homeotic protein. putative = Vitis vinifera

A5BGU8 0 205.61 0 Homeobox protein = Vitis vinifera

BI9SVE1 0 173.28 18.05 Homeobox protein = Ricinus communis

D7TWRS5 0 28.53 15.56 Homeobox protein = Vitis vinifera

B9S5V4 0 16.23 0 Transcription factor. putative = Ricinus communis

B9T2G9 0 16.62 0 Transcription factor. putative = Ricinus communis

Subcluster
B3

Subcluster
C1

D9ZJE1 0 0 5.29 TLP domain class transcription factor. TLP4 = Malus domestica

Ethylene-responsive transcription factor ERF114= ERF114

QIFH54 0 0 8.06 At5g61890 K22G18.1

DI9ZJE6 0 0 14.02 WHY domain class transcription factor. WHY2 = Malus domestica

B9S8Y5 0 0 3.19 R2r3-myb transcription factor = Ricinus communis

049538 0 0 4.45 MYB transcription factor 68. At5g65790 . F6H11.100 At5g65790

A5C6A5 0 0 70.55 Zinc finger protein. putative = Vitis vinifera

D9ZJF5 6.84 6.84 26.39 WRKY transcription factor. WRKY16 = Malus domestica

Q9SSY2 17.84 92.01 96.71 Aux/IAA protein. CsIAA2 = Cucumis sativus
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Al considerar todos los 2.209 genes inducidos y 2.592 genes reprimidos del conjunto de
datos, obtuvimos 94 genes de FT inducidos y 89 reprimidos durante la abscisién del fruto
maduro en dos experimentos: 67 genes de FT (el 33%) fueron inducidos a 38 DPA, y
reprimidos a 40 DPA (FTs inducidos tempranamente), seis (3%) fueron reprimidos a 38
DPA e inducidos a 40 DPA (FTs inducidos tardiamente), uno (0,5%) fue inducido en 38 y
40 DPA y 13 (6,5%) fueron reprimidos en 37 DPA y 40 DPA (tabla 18). Ademas, solo unos
pocos genes fueron inducidos o reprimidos tanto en la induccién temprana como en la
tardia, sugiriendo asi que ocurren eventos temporales especificos, y que la mayoria de los
genes estan fuertemente inducidos en la ZA de fruto durante la fase de induccién

temprana de la abscision de melon.

AGL1S
AGL10
AGL3

AGL20

AGL25

AGL27

AGL31

AGL70

MAF4

AGLS8 Days post-anthesis
36 38 40

D7UBA4 MADS
D1MDP4 FLC
D1MDP8 AP1
Q4FeB3 * MADS2
: QELLR1 MADS3
QOAYRS ERAF17
QOFIST * AGL42

01

Figura 45. Analisis filogenético de genes MADS-box de mel6n con otros genes MADS. Las secuencias includias
en este alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs UniProt
seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscision (grupo I).
Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que
presenta el nivel maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero
de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como
porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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0BF4
0BF2
ZFP3
ZFPS
ZFP6
ZFP2
ZFPT
ZFF4
ZFWIH
ZHD
ZHD13
ZHDA
ZHDT
ZHDE
ZHDZ
ZHD4
ZFHD4
ZHDE
FHIH1
ZHD12
ZHDS
ZHMD
ZFF8
ZFN2
ZFHA
ZFN3
BATOT
BIRZMNS
AGZICD
D3aT4
BITT24
QLHJE
Q94840
B3SCRE
DaaTa
I BISZAT
BI5LIE
B3HUZE
DTUCHE
B35G 56
ASAWYSE
ASCEAS

Figura 46. Analisis filogenético de genes zinc finger de melén con otros genes zinc finger. Las secuencias
includias en este alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs
UniProt seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscision
(grupo I). Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra
que presenta el nivel maximo de expresidn, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el
numero de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como

porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Figura 47. Andlisis filogenético de genes homeobox de meldn con otros genes homeobox. Las secuencias
includias en este alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs
UniProt seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscisién
(grupo I). Los niveles de expresidn génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra
que presenta el nivel maximo de expresidn, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el
numero de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresién se indica como
porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Figura 48. Analisis filogenético de genes bZIP de melén con otros genes bZIP. Las secuencias includias en este
alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs UniProt
seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscision (grupo I).
Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que
presenta el nivel maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero
de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como
porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Figura 49. Andlisis filogenético de genes NAC de melén con otros genes NAC. Las secuencias includias en este
alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs UniProt
seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscisién (grupo I).
Los niveles de expresidon génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que
presenta el nivel maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero
de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresién se indica como

porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Figura 50. Analisis filogenético de genes MYB de melén con otros genes MYB. Las secuencias includias en este
alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs UniProt
seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscision (grupo I).
Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que
presenta el nivel maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero
de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresion se indica como
porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cédigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Figura 51. Andlisis filogenético de genes WRKY de meldn con otros genes WRKY. Las secuencias includias en
este alineamiento son de nuestro trabajo y de arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/). Las IDs UniProt
seguidas por asteriscos indican transcritos que muestran variaciones significantes durante abscision (grupo I).
Los niveles de expresion génica a 36, 38 y 40 DPA se indican con barras de colores. Para la muestra que
presenta el nivel maximo de expresion, la abundancia de transcritos normalizada se expresa como el nimero
de transcritos por total de transcritos. Para las otras muestras, el nivel de expresiéon se indica como
porcentajes de la maxima abundancia de transcritos normalizada del gen, como se describe en el cddigo de
colores desde 0% (blanco) a 100% (azul oscuro)
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Figura 52. TFs de meldn inducidos (A) o reprimidos (B) en la ZA de fruto durante la induccion temprana y

tardia de la abscisiéon de melén. Informacién adicional sobre genes relacionados con FTs se presenta en el

uHSF
= E2FIOP
anexo 20

uTLP
wSCL

Entre los FTs inducidos de manera temprana, encontramos proteinas HSF, proteinas de
union a CCAAT, proteina ARID, proteina DRE, proteina Nut2, proteina NAP, BES1/BZR1
(proteina bHLH, BEH4), y proteina IWS1 a las que no se les habia atribuido previamente
funciones en abscisidn. (tabla 18). Las familias mas grandes de FT inducidos de manera
temprana fueron las DZ (10 genes), WRKY (8 genes), y bZIP (7 genes), lo que implica que
los FTs de estas familias podrian estar involucrados en activar la cascada transcripcional
durante la abscisién. Sin embargo, dentro del conjunto de los 107 FTs conocidos o con
prediccion a inducirse o reprimirse durante la induccién tardia de la abscisién de melén,
encontramos que solo 6 de los 20 genes exclusivamente inducidos a 40 DPA eran
reprimidos a 38 DPA. Por tanto, puede decirse que los 6 genes inducidos: un AP2/ERF
(RAP2,3), un zinc finger (C2H2L24), un Aux/IAA, un NAC (NAC-A/B) y dos proteinas
homeobox, son firmes candidatos para posibles funciones en regulacion de rutas que son

activadas especificamente durante los eventos tardios de la abscisiéon de melon.

Aunque se identificaron muchos tipos de FT durante la abscisién de melén, no se

encontraron los tipos ARF ni KNOTTED-like homeobox (KNOX) entre los genes de FT que
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se expresaban diferencialmente (P<0,01) en nuestros experimentos. Esto fue inesperado
ya que muchos FTs ARF participan durante la abscisiéon de fruto inmaduro en manzana
(Dal Cin y cols., 2009; Botton y cols., 2011), y muchos KNOX son importantes para regular
la correcta sincronizacion de la separaciéon de 6rganos florales mediante la limitacion de
células de la ZA (Shi y cols., 2011).

Sin embargo, los analisis de FT también revelaron algunas similitudes, como en el caso de
las proteinas AP2/ERF, MYB, ZF, WRKY y NAC, presentes en estudios previos en abscision
de fruto inmaduro (Botton y cols., 2011; Dal Cin y cols., 2009), y que proporcionan una
visidn dentro de los procesos reguladores que ocurren durante la abscision. Ademas, este
estudio revela una mayor resolucién de estos eventos. Por tanto, para el cluster A,
enriquecido en las familias de FT AP2/ERF, Aux/IAA, y MADS-box, puede observarse que
estos FTs son abundantes a 36 DPA en la ZA de frutos, y decrecen durante la inducciéon
temprana de la abscisién de meldn, pero se incrementan, descienden o permanecen sin
cambios durante la fase de induccidn tardia. En contraste, el cluster B esta enriquecido en
proteinas bZIP, homeobox, WRKY y DZ, mientras que el cluster C esta enriquecido en la
familia MYB. Por lo tanto, a pesar de que todos los cluster contienen miembros de muchas
familias de FT, hay una diferencia clara y significativa en la proporcién de familias en cada
cluster, lo que implica un requerimiento de regulaciéon especifica temporal para la

expresion de estos FTs.

Un total de 15 proteinas zinc finger en el andlisis indican que esta clase de FTs es una de
las méas representadas en la ZA del fruto de melén. En realidad, un gen ZP, AtZFP2 (Cai y
Lashbrook, 2008), presenta una senescencia floral y abscisién retrasadas, y se ha
observado que AtZFP2 puede interactuar con DNA BINDING WITH ONE FINGER
(AtDOF4.7) para suprimir la expresion de PGAZAT (Wei y cols., 2010). En nuestros datos,
10 de los 15 genes DZ (un C2H2L9, un GATA, 2 RING-ZF y 6 DZs no caracterizados) estan
entre los FTs inducidos inicialmente, y 3 de los 15 genes zinc finger (SAP5, C2ZH2L24,
C2H2L28) estan entre los FTs reprimidos inicialmente, lo que sugiere una acci6n

coordinada de proteinas zinc finger en la regulacién de la abscisiéon de melén.

Nuestros resultados también revelan el aumento de solo un gen MADS-box, y 10 genes
homeobox (HD1, HD12, 3 BEL1 y otros 5 genes homeobox) a 38 DPA, lo cual sugiere una
funcién en la regulacion de la abscisién de melén. Ademas, nuestros andlisis han revelado
que 8 de los genes WRKY (WRKY2, WRKY6, WRKY7, WRKY12, WRKY30, entre otros)
aumentan exclusivamente durante la induccion tardia de la abscisién de meldn, lo cual es

consistente con los estudios previos donde la expresion de algunos genes WRKY esta
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inducida durante la abscision floral (Meir y cols., 2010), lo que sugiere que el primer
incremento transitorio de genes WRKY es una respuesta a dafios, mientras que el segundo
incremento, podria estar involucrado en la regulaciéon de una respuesta de defensa a

patogenos.

En este contexto, entre los FTs bZIP aumentados a 38 DPA, los genes HY5 y RF2A fueron
reprimidos durante la induccién tardia de la abscisiéon de melén. HY5 es conocido por
mediar la respuesta a luz (Osterlund y cols., 2000), mientras que RF2 y RF2b han sido
identificados por sus funciones relacionadas potencialmente a respuesta o sefializacién a
estreses bidticos o abiéticos (Liu y cols., 2007). Sin embargo, es desconocido si estos genes
median el proceso de abscision. Previamente, se sugirié que tres genes bZIP tipo TGA
estaban involucrados en abscisidn y en la regulacion de la expresion de genes relacionados
con abscision (Tucker y cols., 2002). Distintos perfiles de expresion de estos genes bZIP
durante la abscision indican que las proteinas bZIP pueden actuar como reguladores

iniciales positivos en la sefializacién de este proceso.

Un andlisis equivalente de los genes de FTs inhibidos identificados en ambos
experimentos, proporciond un resultado muy diferente. Mientras el 78% (73 de 94) del
total de FTs inducidos mostr6 una expresion incrementada durante la inducciéon temprana
de la abscision, el 70% (86 de 122) del total de los FTs reprimidos mostré un descenso de

expresion durante la etapa de induccién tardia.

Estos resultados parecen indicar que en la abscisién de meldn se produce la represién de
muchos FTs, pero, en la mayoria de casos, esta represién no es parte del programa
endégeno de cambios tempranos en la expresion génica requerida para la abscisién. Sin
embargo, en nuestro andlisis paralelo de genes reprimidos, la mayoria de miembros de las
familias MADS box y Aux/IAA fueron encontrados durante la induccién temprana de la
abscision, lo que sugiere que la represién de esta expresion de FTs participa en los eventos
tempranos. Cuando comparamos los genes de FTs reprimidos durante la induccién
temprana y tardia de la abscisién, encontramos la presencia de 13 FT reprimidos,
incluyendo una proteina Aux/IAA, dos proteinas bHLH, tres proteinas AP2/ERF (ERF1,
AP2D15, ERF), tres proteinas MADS box (FLC, MADS2, ERAF17), una proteina zinc finger
(SAP5), una proteina SCL (SCL13) y un FT no caracterizado. Todos fueron comunes en
ambas etapas en la ZA de frutos durante la abscisidn, lo que sugiere que hay reguladores

comunes entre la induccién temprana y tardia de este proceso. Asi, parece probable que
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una bateria de FTs reprimidos podria ser necesaria para coordinar la separacién celular

durante la abscisién de meldn.

Como conclusion, este andlisis provee informacién novedosa sobre los potenciales genes y
rutas candidatos asociados con la abscisién. En la fase de induccién temprana, los genes
activados estan relacionados con un metabolismo de pared celular, trafico de
endomembranas, fosforilaciéon de proteinas, biosintesis y sefializaciéon de fitohormonas y
flujos i6nicos. Los eventos tempranos estdn potencialmente controlados por la represiéon
de los FTs MADS-box, AP2/ERF y Aux/IAA, y la induccidn de los FTs bZIP, homeobox, zinc
finger, y WRKY, mientras que los eventos tardios podrian estar controlados
mayoritariamente por la induccién de los FTs MYB durante la induccién de la abscision de

melon.

De entre los FTs inducidos en fase temprana, a las proteinas HSF, las proteinas de uniéon a
CCAAT, la proteinas ARID, DRE, Nut2, NAP, BES1/BZR1 (proteina bHLH, BEH4), y IWS1 no
les habian sido descritas funciones en abscision previamente. Actualmente, se conoce poco
sobre los genes potenciales de la ZA que regulan la abscisién en fruto carnoso. Por tanto,
nuestro perfil de expresion génica sera muy util para dilucidar las redes de regulacion de

genes de la abscisidn, lo cual podria guiar a nuevas estrategias para la mejora de cultivos.

4.3.6. Confirmacién de los patrones de expresion génica durante la abscisién de

fruto maduro de meldon

Para verificar los resultados del analisis de pirosecuenciacién, se realiz6 un analisis qRT-
PCR de los genes en los que esta enriquecida la ZA durante la induccién de la abscision.
Los 47 genes seleccionados se muestran en las Figs. 53, 54, 55 y 56. De entre los
transcritos asociados con abscision, los genes que codifican enzimas claves involucradas
en el metabolismo de pared celular, tal como PE3 (Q43111), B-EXP1 (A1X8W4), a-EXP7
(Q8W5A6), EXP5 (Q2V728), PL (B9S561), PG2 (081245) y B-GALs (D7TB77, BOHDL7,
Q5CCP8, B9SWC7) fueron inducidos a 38 DPA y reprimidos a 40 DPA en la ZA, lo cual era
idéntico a los resultados obtenidos de RNA-seq. También validamos la expresion
incrementada de genes EXT1-EXT4 (Q38913) y EXT3-EXT5 (Q9FS16) a 38 DPA, asi como
la expresién incrementada del gen EXT1-EXT4 a 40 DPA.

-191-



Resultados y discusion

1500 &0 4 » 1%
-~ EXTVEXT4 XTI EXTS = p B A o0
0001 0wy A 00 3| (OWFS18) A i = ATEWV4 '
500 p N 2
’ i a0 2 A 15 &0
o 200 5 E
a ? 1 - \ 200
"N & - o J S C
- 4 ’
0 A Yo 0 VoA A0 m
>
2000 . 4000 [ 5 000 20 0 o
G2 L " 5 GAL =
2 O81248 . 00 (BhSss1) & 800 s DTIRIT) A )
2000 1
L - £00 <3
_2 2000 A J o o-
4 N 100 . i ’ : ) -
— / \ i "\ 200
m O " 3 7 - o - 3 A ) l‘l
- - A - W o
c . , “«
s %0 0 30 L
O RABGTE A “ FABGIA NS - RABAZE <
5 Pas) 40 40! @WNTT) o 0 (o018 ° 20 (+1]
X e : AUM " -_—
| . 1 - ¢
5 k. & § E
> & 100 ? - =
w q L - A ny A 5 z
P .
a 2 ; )
: A R o
Vo 2 x 1200 < 5
e - [
[ ErARAL) ACO 130 1000 -t o
15 : ) 5 (CTUIK1) BORY XA X
Y 20 00
3 . ‘ - ) 100 =
600( . 3
[ &00 .
4 5 L’ . el
,l A 200 A
0l a 'y 0 0 A 0 [ ~A_ - ;
N ¥ 03B ®© ¥ B ©

2@ esiemn

aRT-PCR
RNA-Seq
ZA
Fruto A ZA
Pedice

Figura 53. Confirmacién de los patrones de expresiéon génica aumentados o disminuidos durante la abscisién
de mel6n. Andlisis qRT-PCR de 16 genes seleccionados (EXT1-EXT4, EXT3-EXT5, B-EXP1, PG2, PL, 3-GAL,
RABB1B, RABD2A/ARA5, RABA2B, y 3 ACOs) en varios tejidos de melén a 36, 38 y 40 DPA: ZA (-A-), pedicelo
(proximol, no ZA -0O-) y mesocarpo del fruto (distal, no ZA -0-). Andlisis de niveles de transcritos de genes
mediante RT-PCR cuantitavia. Los genes y sus primers se muestran en el anexo 21. Los valores de expresion
relativa fueron normalizados, tomando el valor menor de expresiéon como 1. Los datos representan los valores
medios (+SEs) de experimentos duplicados a partir de tres muestras biolégicas independientes. Las lineas
discontinuas (- A-) muestran perfiles de expresién de genes en la ZA de melén seguin fueron reconstruidos a
partir del transcriptoma obtenido por pirosecuenciacién 454. Las lineas discontinuas indican el total de
lecturas contadas en RPKMx1000 para cada gen tras la normalizacion a través de las muestras: ZA a 36, 38 y
40 DPA

De manera similar confirmamos la expresion incrementada de genes que codifican
enzimas involucradas en el trafico de vesiculas, y en el metabolismo de fitohormonas y
sefializacién, tales como RabA2b (Q40193), RabBlb (P92963), RabElc (P28186),
RabD2a/ARA5 (BO9MUT7), RabF1/ARA6 (B9HUI6), un ACS (B95BC0), un ACO(C7U1K1),
ETR1 (Q9SSY6), ETR2 (A8QYK9), ERF11 (D8VD38), ADC (B3Y023), IAA2 (Q9SSY2), GH3.5
(081829), TIR1 (B8Y9B4), ABF3 (B9RPF8), NCED (B9S0Z6), SnRK (B9RVEO0), KAT
(B9RPF8), JAZ (D8V3L7), MYC2 (B9S1E9), NPR1 (B9S310), PAL (B9SOK2), PR-1 (B9S7U9),
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BRI1(B9RLUO), BAK1 (B9RUI5), BZR1 (Q9ZV88), y ARRB (D7TTG7) a 38 DPA, asi como los
genes reprimidos RabH1b (080501) y un ACO (B9RYX6) a 38 DPA en la ZA. El nivel de
expresion de una ACS (Q9LN15), una ACO (B9RKAO), y IAA2 a 40 DPA se increment¢, lo
cual era consistente con los resultados de RNA-seq. Por otro lado, los resultados revelaron
una represion de un gen DZ, SAP5, durante la induccién de la abscision, lo cual era idéntico
a los resultados de RNA-seq. Por tanto, los resultados gqRT-PCR eran consistentes con los
datos de pirosecuenciacién, indicando que los resultados obtenidos del andlisis de

pirosecuenciacién eran efectivos.
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Figura 54. Confirmacién de los patrones de expresion génica aumentados o disminuidos durante la abscision
de meldn. Analisis qRT-PCR de 16 genes seleccionados (a-EXP7, a-EXP5, PE3, 3 B-GALs, RABH1B , RABE1C,
RABF1/ARA6, 2 ACSs, y ERS) en varios tejidos de melén a 36, 38 y 40 DPA: ZA (-A-), pedicelo (préximol, no ZA
-0-) y mesocarpo del fruto (distal, no ZA -0-). Analisis de niveles de transcritos de genes mediante RT-PCR
cuantitavia. Los genes y sus primers se muestran en el anexo 21. Los valores de expresion relativa fueron
normalizados, tomando el valor menor de expresién como 1. Los datos representan los valores medios (+SEs)
de experimentos duplicados a partir de tres muestras bioldgicas independientes. Las lineas discontinuas (- A-)
muestran perfiles de expresiéon de genes en la ZA de melén segun fueron reconstruidos a partir del
transcriptoma obtenido por pirosecuenciacion 454. Las lineas discontinuas indican el total de lecturas
contadas en RPKMx1000 para cada gen tras la normalizacién a través de las muestras: ZA a 36, 38 y 40 DPA
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Ademas, se comprob6 la especificidad de tejido de estos genes usando qRT-PCR, lo cual
confirmo6 su enriquecimiento en la ZA. Demostramos que el patrén de expresion en la ZA
de algunos genes realizada por qRT-PCR es diferente del patrén de expresidn en tejidos
adyacentes (pedicelo o mesocarpo) (Figs 53, 54, 55 y 56). De hecho, la mayoria de los
transcritos se acumularon mas en la ZA, lo que sugiere la participacion de estos genes en

los eventos de abscision.
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Figura 55. Confirmacién de los patrones de expresiéon génica aumentados o disminuidos durante la abscisién
de meldn. Andlisis qRT-PCR de 16 genes seleccionados (ETR1, ETR2, ERF11, TIR1, ABF3, BZR1, JAZ, PR-1,
BRI1, KAT, GAI, MYC2) en varios tejidos de meldn a 36, 38 y 40 DPA: ZA (-A-), pedicelo (préximol, no ZA -0-) y
mesocarpo del fruto (distal, no ZA -0-). Andlisis de niveles de transcritos de genes mediante RT-PCR
cuantitavia. Los genes y sus primers se muestran en el anexo 21. Los valores de expresion relativa fueron
normalizados, tomando el valor menor de expresién como 1. Los datos representan los valores medios (+SEs)
de experimentos duplicados a partir de tres muestras bioldgicas independientes. Las lineas discontinuas (- A-)
muestran perfiles de expresiéon de genes en la ZA de melén segin fueron reconstruidos a partir del
transcriptoma obtenido por pirosecuenciacion 454. Las lineas discontinuas indican el total de lecturas
contadas en RPKMx1000 para cada gen tras la normalizacion a través de las muestras: ZA a 36,38 y 40 DPA
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Figura 56. Confirmacién de los patrones de expresiéon génica aumentados o disminuidos durante la abscisién
de meldn. Andlisis qRT-PCR de 16 genes seleccionados (IAA2, GH3.5, ADC, NCED, SNRK, PAL, BAK1, ARRB,
SAP5, MYBR3) en varios tejidos de melon a 36, 38 y 40 DPA: ZA (-A-), pedicelo (préximol, no ZA -0-) y
mesocarpo del fruto (distal, no ZA -0-). Andlisis de niveles de transcritos de genes mediante RT-PCR
cuantitavia. Los genes y sus primers se muestran en el anexo 21. Los valores de expresion relativa fueron
normalizados, tomando el valor menor de expresién como 1. Los datos representan los valores medios (+SEs)
de experimentos duplicados a partir de tres muestras bioldgicas independientes. Las lineas discontinuas (- A-)
muestran perfiles de expresiéon de genes en la ZA de melén segun fueron reconstruidos a partir del
transcriptoma obtenido por pirosecuenciacion 454. Las lineas discontinuas indican el total de lecturas
contadas en RPKMx1000 para cada gen tras la normalizacion a través de las muestras: ZA a 36,38 y 40 DPA

En conclusion, este analisis provee una nueva informacién para los genes candidatos y
rutas asociadas con la induccién temprana de la abscisién en frutos carnosos. En la
induccién temprana de la abscisién de meldn, los genes activados estan relacionados con
el metabolismo de pared celular, el trafico endomembrana, la fosforilacion de proteinas, la
biosintesis y sefializacién de hormonas vegetales y el flujo i6nico. Los eventos tempranos
estdn potencialmente controlados por la represion de los FTs MADS-box, AP2/ERF, y
Aux/IAA y la induccién de los FTs bZIP, ZF homeobox, y WRKY, mientras que los eventos
tardios podrian estar controlados principalmente por la induccién de FTs MYB durante la

induccién de la abscision.

-195 -



Resultados y discusion

De entre los FTs inducidos en fase temprana, las proteinas HSF, proteinas de unién a
CCAAT, proteina ARID, proteina DRE, proteina Nut2, proteina NAP, BES1/BZR1 (proteina
bHLH, BEH4), y proteina IWS1 no han tenido funciones descritas previamente en
abscision. Por el momento se conoce poco sobre los genes potenciales de la ZA regulando
la abscision en fruto carnoso. Por lo tanto, el perfil de expresiéon génica aportado sera muy
util para dilucidar las redes de genes reguladores de la abscisién de fruto maduro en fruto

carnoso.
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CAPITULO 4:
ANALISIS DE LA EXPRESION DE TRANSPORTADORES ABC
DURANTE LA MADURACION Y POSTCOSECHA DEL FRUTO

La familia de transportadores ABC es una de las familias proteicas mas numerosas, con
una gran diversidad funcional entre sus miembros. Las funciones de muchos
transportadores pertenecientes a esta familia son ain desconocidas en plantas, y por
tanto, en meldn. En este trabajo se analiz6 la expresion de transcritos de varios genes ABC:
ABCB25, ABCC2, ABCC4, ABCD1, ABCD2, ABCE2, ABCF1, ABCF3, ABCF4, ABCF5, ABCG23,
ABCI6 y ABCI17, (tabla 19). Casi todos los transcritos presentaron una longitud similar de
entre 400 a 600 pares de bases aproximadamente, con la excepcion de CmABCF1, que
resulté tener una longitud ain mayor. Se realizé un BLAST con el objetivo de encontrar las
secuencias presentes en otras especies con mayor homologia posible. Todos los
transcritos resultaron poseer una alta homologia con genes de Cucumis sativus, especie
muy cercana filogenéticamente al meldén. Esto indica que podria existir una similitud

funcional ademas de estructural entre sus proteinas.

Los transportadores estudiados representan a todas las subfamilias encontradas en
plantas hasta la actualidad (Verrier y cols., 2008). Con el objetivo de investigar su
expresion, se realizaron diversos analisis mediante qRT-PCR, utilizando primers
especificos de cada uno (Tabla 2). Se estudié la expresién en diferentes tejidos de la planta
de meldn, asi como de la pulpa del fruto a diferentes momentos del proceso de
maduracién y tras la cosecha. Ademas, se realiz6 un alineamiento de secuencias de las
proteinas de melén estudiadas junto con proteinas ABC identificadas hasta la fecha en

Arabidopsis thaliana y posteriormente, un analisis filogenético.
4.4.1. Andlisis filogenético de proteinas ABC

Con el objetivo de estudiar el nivel de semejanza entre las proteinas ABC analizadas en
meldn y aquellas pertenecientes a Arabidopsis, se realiz6 un alineamiento de secuencias y
un arbol filogenético (Fig. 57) mediante el software MEGAG6.0. Para ello, se utilizaron las 13
secuencias de proteinas ABC de Cucumis melo, y 131 secuencias de proteinas conocidas en

Arabidopsis thaliana (Verrier y cols., 2008).
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Tabla 19. Relacién de proteinas ABC de meldn estudiadas en primera columna, longitud en pares de bases en
segunda columna y proteina con mayor homologia de otras especies en la tercera columna.

Nombre Pares de bases Homologia

CmABCB25 658 ABCB25 - Cucumis sativus 94%
CmABCC2 430 ABCC2 - Cucumis sativus 95%
CmABCC4 580 ABCC4 - Cucumis sativus 98%
CmABCD1 674 ABCD1 - Cucumis sativus 96%
CmABCD2 512 ABCD2 - Cucumis sativus 97%
CmABCE2 593 ABCE2 - Cucumis sativus 98%
CmABCF1 829 ABCF1 - Cucumis sativus 91%
CmABCF3 562 ABCF3 - Cucumis sativus 94%
CmABCF4 605 ABCF4 - Cucumis sativus 96%
CmABCF5 467 ABCFS5 - Cucumis sativus 97%
CmABCG23 533 ABCG23 - Cucumis sativus 98%
CmABCI6 613 ABCI6 - Cucumis sativus 98%
CmABCI17 568 ABCI17 - Cucumis sativus 97%

El analisis agrupé a las proteinas en las 8 subfamilias de transportadores ABC en las que se
clasifican actualmente, de acuerdo con las subfamilias en las que fueron clasificadas en
animales: ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCG y ABCI. No ha sido encontrado
ningiin miembro de la subfamilia ABCH en plantas (Nguyen y cols., 2014). Los miembros
de cada subfamilia fueron agrupados juntos, aunque llama la atencién la dispersién de los
miembros de la subfamilia ABCI, que formaron varios subgrupos en localizaciones
separadas. Algunas de las subfamilias se encuentran a su vez divididas en grupos menores,
esto es debido a que dentro de estas subfamilias existen grupos de similitud estructural o
funcional entre algunos miembros. Clasificaciones anteriores de proteinas ABC en plantas
se realizaron en base a estos subgrupos, anteriores a la utilizaciéon del sistema de
subfamilias ABCA-ABCI, por lo que no es extrafio encontrar nomenclaturas diferentes para

muchas de las proteinas estudiadas (Verrier y cols., 2008).

Estructuralmente existen diferencias importantes entre las diferentes subfamilias de
proteinas ABC. A grandes rasgos, las subunidades de las familias ABCA, ABCB, ABCC y
ABCD presentan la conocida como configuracion “hacia delante” con el dominio
transmembrana precediendo al dominio de unién a nucleétidos (TMD-NBD), los miembros
de la subfamilia ABCG, por el contrario, presentan una configuracién reversa (NBD-TMD),
mientras que los miembros solubles de las familias ABCE y ABCF consisten inicamente en
dos dominios NBDs. Por ultimo, la familia ABCI engloba a genes que codifican un solo
dominio, pudiendo ser TMD, NBD u otros dominios accesorios (Verrier y cols., 2008). Esta

podria ser la razon de su dispersidn en el arbol filogenético (Fig. 57).
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La subfamilia ABCA, sefialada en color naranja en el arbol (Fig. 57) cuenta con 13
miembros identificados hasta la fecha en Arabidopsis. En el arbol puede visualizarse la
division entre los subgrupos AOH (ABC one homologue) en el que solo se encuentra
AtABCA1, un transportador de tamafio completo, y ATH (ABC two homologue) en el que se
encuadran las demas, siendo transportadores de medio tamafio (Kang y cols., 2011). De

esta subfamilia no fue analizado ningtin miembro de mel6n.
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Figura 57. Arbol filogenético mostrando relaciones previstas entre las proteinas ABC de melén analizadas en
este trabajo y la familia ABC de Arabidopsis thaliana. Se analizaron 13 proteinas ABC de mel6n y 131 de
Arabidopsis. Cada subfamilia se encuentra marcada con un color diferente. Los valores numéricos indican
distancias evolutivas previstas

De la subfamilia ABCB, sefialada en color rojo en el arbol filogenético, se utilizaron las 29
secuencias de miembros identificados en Arabidopsis. Los miembros de esta subfamilia se
dividen en tres subgrupos: MDR (multi-drug resistance) con transportadores de tamafo
completo, TAP (transporter associated with antigen processing) y ATM (ABC transporter

of mitochondria) ambos conteniendo transportadores de medio tamafio (Kang y cols,,
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2011). En el arbol filogenético (Fig. 57) se observa como dentro de la familia ABCB se
forman dos grupos diferentes dependiendo de la estructura de tamafio completo o medio
tamafo de los componentes. La proteina de melén de esta subfamilia estudiada fue
CmABCB25. Al realizar el alineamiento y arbol filogenético se observo que poseia una gran
homologia con la proteina homologa AtABCB25 de Arabidopsis, perteneciendo ambas al
subgrupo ATM junto con las proteinas AtABCB23 y AtABCB24. La proteina AtABCB25 era
nombrada anteriormente como ATM3 (Verrier y cols., 2008), y parece estar encargada de
transportar cPMP (piranopterina ciclica monofosfato) desde la mitocondria al citosol en el
proceso de biosintesis del cofactor de molibdeno, estando relacionada, por tanto, con la
biosintesis y funcionamiento de proteinas Fe-S (Teschner y cols., 2010). Los mutantes
atm3 presentan enanismo, clorosis y morfologia alterada de hojas y nucleo (Kushnir y

cols., 2001) asi como una actividad reducida de proteinas Fe-S (Bernard y cols., 2009).

En el estudio de la subfamilia ABCC, sefialada de color purpura en el arbol filogenético
(Fig. 57) se utilizaron las 15 secuencias de Arabidopsis identificadas hasta la fecha y dos
de meldon: CmABCC2 y CmABCC4. Todos los miembros de la familia ABCC son de tamafo
completo y no hay subdivisiones en otros grupos, aunque anteriormente sus miembros
eran conocidos como MRP (multidrug resistance associated protein) (Kang y cols., 2011).
Las proteinas de melon utilizadas fueron agrupadas muy proéximas a sus homoélogas de
Arabidopsis en el arbol, lo que indica una semejanza estructural y una posible semejanza
funcional. La proteina AtABCC2 era anteriormente nombrada como AtMRP2, se localiza en
el tonoplasto y se ha relacionado con el transporte de la fitohormona ABA en su forma
conjugada glucosil éster de ABA (ABA-GE) hacia el interior de la vacuola (Burla y cols.,
2013) también se encarga del transporte de conjugados con glutatiéon asi como de otros
aniones anfipaticos como Bn-NCC-1 (linearized tetrapyrrole Brassica napus
nonfluorescent chlorophyll catabolite 1), un producto de la degradacién de la clorofila (Lu
y cols, 1997; Lu y cols., 1998; Tomassini y cols.,, 1998). AtABCC4, también conocida
anteriormente como AtMRP5 esta implicada en la regulacién de la apertura de estomas,
siendo posible también que pudiera participar en el transporte de folatos (Klein y cols.,

2004).

La subfamilia ABCD en Arabidopsis, sefialada en el arbol filogenético con azul claro (Fig.
57), cuenta con dos miembros: AtABCD1 de tamafio completo y AtABCD2 de medio
tamafio. Los miembros de esta familia eran conocidos anteriormente como PMP
(peroxisomal membrane protein) (Kang y cols., 2011). De meldn fueron analizadas las

proteinas CmABCD1 y CmABCDZ2, resultando en que cada una de ellas quedé agrupada con

- 200 -



Resultados y discusion

su homologa en dos grupos distintos. En Arabidopsis, la proteina AtABCD1 participa en el
transporte de sustratos (ésteres de acil-CoAs) hacia el interior de los perosixomas,
permitiendo que se desarrollen procesos como la [-oxidaciéon de acidos grasos y la
biosintesis y degradacion de moléculas derivadas de lipidos (Theodoulou y cols., 2006;
Wanders y cols., 2007; Nyathi y cols., 2010). Los mutantes de esta proteina presentaron
efectos en varios procesos del desarrollo tales como germinacion, establecimiento de
plantulas, fertilidad, crecimiento de raices y senescencia inducida por oscuridad (Foottit y
cols., 2002; Zolman y cols., 2001; Theodoulou y cols., 2005; Pinfield-Wells y cols., 2005;
Foottit y cols., 2006; Foottit y cols.,, 2007; Carrera y cols., 2007; Kunz y cols., 2009;
Slocombe y cols., 2009; Kanai y cols., 2010). Por otro lado, la proteina AtABCD2 no ha sido
tan estudiada y por el momento se desconoce su funcién, aunque si ha sido localizada en la

membrana de los cloroplastos (Geisler, M. 2014).

La subfamilia ABCE se encuentra sefialada en color amarillo en el arbol filogenético (Fig.
57). Esta subfamilia era conocida anteriormente como RLI (RNAse L inhibitor)(Verrier y
cols., 2008). Para el andlisis se utilizaron las 3 secuencias de Arabidopsis disponibles y una
de meldén, CmABCE2, que fue agrupada junto a su homoéloga, AtABCE3. Esta subfamilia esta
formada por proteinas solubles que no poseen dominio TMD y por tanto, no transportan
sustratos a través de membranas. Algunas proteinas pertenecientes a esta subfamilia
participan en procesos como traducciéon de proteinas o silenciamiento de ARN (Braz y
cols., 2004; Sarmiento y cols., 2006). Las proteinas de esta subfamilia poseen un dominio
N-terminal de ferredoxina (4Fe4S) habitual en proteinas que interactian con &cidos

nucleicos (Bairoch, A, 1992).

La subfamilia ABCF se encuentra sefialada en verde en el arbol filogenético (Fig. 57). Esta
familia era también conocida como GCN (General Control Non-repressible), y esta formada
por proteinas solubles al igual que la subfamilia ABCE, ya que tampoco poseen dominios
TMD (Verrier y cols., 2008). Se analizaron cuatro secuencias de melén: CmABCF1,
CmABCF3, CmABCF4 y CmABCF5 y cinco de Arabidopsis. Esta subfamilia comprende el
mayor grupo de proteinas ABC solubles en esta especie. En levaduras se ha observado que
un miembro de esta familia llamado GCN20 est4 implicado en detectar la disponibilidad de
aminodcidos a través de la modulacién de una kinasa asociada a la reaccion de unién de
aminoacil-tRNA (Vazquez de Aldana y cols., 1995). En arroz, se ha observado que la
proteina OsABCF5 esta relacionada con la respuesta a estreses como sequia o salinidad
(Nguyen y cols., 2014). En Arabidopsis, se encontré que la proteina AtABCF3 participa en

el control de traducciéon de proteinas asociado a estrés (Zeng y cols., 2011), por tanto,
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parece que miembros de esta subfamilia podrian participar en procesos de control de

traduccion.

La subfamilia ABCG es especialmente numerosa en plantas, se encuentra sefialada de color
azul oscuro en el arbol filogenético (Fig. 57). Como se mencion6 anteriormente, los
miembros de esta subfamilia comparten la caracteristica especial de poseer una
orientacion reversa de sus dominios (Verrier y cols., 2008). Dentro de esta subfamilia
existen dos subgrupos que eran clasificados anteriormente como dos familias distintas:
WBC (White-Brown Complex) con transportadores de medio tamafio y PDR (Pleiotropic
Drug Resistance), con miembros de tamafio completo (Kang y cols., 2011). En el arbol
filogenético puede observarse como ambos subgrupos forman clusters diferentes dentro
de la misma familia. En este caso se realiz6 el analisis con la proteina CmABCG23 de mel6n
y 43 secuencias de Arabidopsis. Se observd como CmABCG23 se encuadra dentro del
subgrupo WBC junto a su homologa en Arabidopsis, AtABCG23. La funcién de la proteina
AtABCG23 no es conocida, y dentro del subgrupo WBC existen miembros con funciones
diversas, por ejemplo, AtABCG11 y AtABCG12 son necesarios para la exportacién de
lipidos de cuticula (Pighin y cols., 2004; Bird y cols., 2007), mientras que AtABCG19

confiere resistencia a kanamicina (Mentewab y cols., 2005).

La subfamilia ABCI, sefialada de color gris en el arbol filogenético (Fig. 57) presenta una
gran diversidad estructural entre sus miembros, ya que cada uno contiene un dominio
TMD, NBD o un dominio accesorio diferente (Kang y cols., 2011). Esto provoca que en el
arbol filogenético los miembros de esta subfamilia se posicionen en varios grupos
separados. Para realizar este estudio se utilizaron 21 secuencias proteicas de Arabidopsis
y dos de melén, CmABCI6 y CmABCI17. Cada una de las proteinas de meldn se posicioné
junto a su homologa de Arabidopsis. La proteina AtABCI6 ha sido localizada en
cloroplastos en Arabidopsis, y se ha observado que es necesaria para la embriogénesis,
estando involucrada en la biogénesis y reparacién de clusters Fe-S dafiados por estrés
oxidativo (Xu y cols., 2004). La proteina AtABCI17 (denominada también como AtSTAR1)
estd relacionada con la detoxificacién de Aluminio y la regulacién de la floracion (Huang y
cols., 2010). En arroz, la proteina STAR1 (que presenta solo un dominio NBD) se conjuga
con STAR2 (que presenta solo un dominio TMD) para ser funcional. Se encargan de
transportar UDP-glucosa y de este modo modifican la pared celular para detoxificar

aluminio. El mecanismo concreto es ain desconocido (Huang y cols., 2009).
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El andlisis filogenético realizado entre las proteinas ABC estudiadas de meldén y las
proteinas identificadas de Arabidopsis mostré que las proteinas analizadas en este estudio
se asemejan a sus proteinas homélogas de la planta modelo. Esto proporciona una primera
idea sobre la estructura de dichas proteinas analizadas, y también, sobre las posibles

funciones que podrian desempefiar en meldn.

4.4.2. Expresion de transportadores ABC en diferentes tejidos de melon

Se realizé un analisis de expresion de los diferentes transportadores ABC en distintos
tejidos de la planta de meldn: tallo, hojas, flores y fruto (Fig 58). Este andlisis permitié
conocer en qué lugares de la planta son mas expresados los genes correspondientes a las
proteinas bajo estudio, y si presentan una expresion diferencial relacionada con algin
tejido especifico. De manera general, se encontr6 expresién de todas las proteinas en casi
todos los tejidos, aunque la mayoria de ellas present6 algun tipo de preferencia por algin
tejido o tipo de tejido en concreto. Mas especificamente, CmABCB25 presenté una mayor
expresion en el tallo, observandose también una expresion notable en la hoja, mientras
que esta era menor en el fruto y bastante disminuida en flores. Por tanto, esta proteina
parece poseer una expresion preferencial por tejidos vegetativos. En arroz, se ha
observado que OsABCB25 también presenta una alta expresidn en tejidos vegetativos
(Nguyen y cols., 2014), mientras que en Arabidopsis se ha encontrado una alta expresion

de AtABCB25 en raices (Bovet y cols., 2005).

La expresién de CmABCC2 result6 ser similarmente alta en fruto y tallo, y baja en el tejido
de hojas y flores. En comparacion, la proteina ZmABCC2 presentd una alta expresion en
tejidos vegetativos de maiz, concretamente hojas y raices (Pang y cols., 2013). Por otro
lado, la expresion de CmABCC4 resultd ser bastante mas elevada en el tallo que en hojas y
flores, donde también se observé cierta expresion, mientras que comparativamente, en
fruto resultd estar bastante disminuida. En maiz, ZmABCC4 ha sido encontrado con una
mayor expresion en tejidos vegetativos mientras que en Arabidopsis ha mostrado una alta
expresion en hojas (Pang y cols.,, 2013). El transcrito CmABCD1 presenta un patrén de
expresion muy similar al de CmABCB25, con una expresion elevada en hojas, algo menor
en tallo y fruto, y muy disminuida en flores. De igual manera, OsABCD1 también se
encontrd con una alta expresion en tejidos vegetativos en arroz (Nguyen y cols., 2014), y
ZmABCD1 mostré una expresion preferencial en hoja de maiz (Pang y cols., 2013).
CmABCD?2 present6 una expresién muy preferencial en hojas, siendo esta muy disminuida

en flores y frutos en comparacion y no fue detectada en el tallo. ZmABCD2 mostrd, en
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consonancia, una alta expresion en tejidos vegetativos de maiz (Pang y cols., 2013). Se
encontré una expresion generalmente preferencial de CmABCE2 en tejidos vegetativos,
siendo esta mas alta que la expresion encontrada en frutos, que era comparativamente

menor, y estando ain mas disminuida en flores.
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Figura 58. Expresion de genes ABC en diferentes tejidos de meloén, representada como expresion relativa en
tejido: hoja, tallo, flor masculina y fruto. Los asteriscos indican expresién no detectada.
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En arroz se observo una alta expresion de OsABCE2 en la mayoria de tejidos (Nguyen y
cols., 2014), y de igual manera, se observd una expresion ubicua de ZmABCE2 en maiz
(Pang y cols., 2013). CmABCF1 mostré un patrén de expresiéon muy similar al observado
en CmABCB25 y CmABCD1, con una elevada expresion en tallo, algo menor en hojas y
frutos y bastante menor en flores. En maiz, se ha observado una expresién ubicua de
ZmABCF1 (Pang y cols., 2013). Las proteinas CmABCF3 y CmABCF4 presentaron unos
niveles de expresion similares, con una elevada expresiéon en hoja, tallo y fruto y
notablemente menor en flores. Una alta expresion de las proteinas ZmABCF3 y ZmABCF4
también fue encontrada en hojas de maiz (Pang y cols., 2013). Por otro lado, CmABCF5
mostré una preferencia por tejidos vegetativos, presentando una mayor expresiéon en
hojas, siendo algo menor en tallo y considerablemente menor en los tejidos reproductivos.
En maiz, ZmABCF5 también mostré una mayor expresion en hoja (Pang y cols., 2013).
CmABCG23 presenté una alta expresion en tallo, siendo algo menor en hojas y
considerablemente baja tanto en fruto como flor, esto indica una preferencia de expresion
de esta proteina por tejidos vegetativos. ZmABCG23, mostré una expresién preferencial en
hojas, concordando con lo observado en Arabidopsis, donde su posible papel en la
regulacion de apertura de estomas indica una elevada expresion en hojas en relacién con
otros tejidos (Pang y cols., 2013; Kang y cols., 2011). CmABCI6 mostr6 una expresién muy
localizada en flores, siendo mucho menor en frutos y no detectable ni en hoja ni tallo. Esto
contrasta con lo observado tanto en maiz, como en arroz donde se encontrdé una alta
expresion de este transportador en hojas (Pang y cols., 2013; Nguyen y cols., 2014), lo que
sugiere que podria desempenar una actividad diferente en la planta de melén. Por tltimo,
la proteina CmABCI17 mostré una alta expresién en hoja, siendo notablemente menor en
los demas tejidos. También se observd una alta expresion de OsABCI17 en hoja de arroz

(Nguyeny cols., 2014).

De manera general, la mayoria de las proteinas analizadas mostr6 una mayor expresion en
tejidos vegetativos (hojas y tallo): CmABCB25, CmABCC4, CmABCD1, CmABCDZ2,
CmABCE2, CmABCF5, CmABCG23 y CmABCI17. En otros transportadores como CmABCC2,
CmABCF3 y CmABCF4 no se observé una diferencia tan clara, mientras que ilnicamente en
el caso de CmABCI6 se encontro6 una clara mayor expresion en tejido reproductivo (flores).
En muchos casos, una misma proteina presenté una alta expresion en distintos tejidos, lo
que sugiere que sus funciones se encuentran relacionadas con procesos basicos celulares.

El analisis de expresion en los diferentes tejidos permitié conocer si la expresion de las
proteinas estudiadas se encontraba muy vinculada con algin tejido en concreto, o si por el

contrario, presentaban una expresion mas ubicua. Mediante la comparaciéon con la
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expresion de proteinas homologas en otras especies, se puede conocer si los patrones de
expresion se encuentran muy conservados, o si por el contrario, varian entre diferentes
especies. Esta comparacién se realizé principalmente con maiz y arroz, debido a los
amplios estudios de expresion de proteinas ABC realizados en estas especies.
Generalmente, los patrones de expresiéon coincidieron o fueron muy similares, aunque
también se encontraron algunas excepciones como en el caso de ABCC2, ABCE2, ABCF1,
ABCI6, lo que indica que podrian existir, aunque no necesariamente, una diferencia de

funciones.

4.4.3. Andlisis de la expresion de transportadores ABC durante la maduraciéon del

fruto

La expresién de los transportadores ABC de meldn fue analizada en muestras de pulpa de
sus frutos. Se tomaron muestras a distintos momentos del proceso de maduracién: a 35,
37 y 40 DPA, con el objetivo de analizar variaciones y su evolucién durante el proceso.
Ademas, se realizaron analisis de la pulpa de frutos de melén provenientes de una planta
transformada con un constructo antisentido de ACC oxidasa. Esta enzima cataliza el tltimo
paso en la ruta biosintética del etileno, y en el caso de la planta transformada, la actividad
de esta enzima se encuentra suprimida. Como consecuencia, la produccion de etileno se
reduce drasticamente, bloqueando el proceso de maduraciéon (Ayub y cols., 1996).
Comparar la expresion de las proteinas ABC entre ambas muestras puede ayudar a
dilucidar la posible implicacién de estas proteinas en maduracién, y si su regulacién como

expresion relativa respecto al tiempo de maduracion del fruto en DPA.

En la figura 59 se muestra la evolucién de los niveles de expresién relativa de cada gen
tanto en el meldn silvestre como en el melén ACO antisentido. De manera general, en las
muestras de meldn silvestre estudiadas puede observarse una tendencia en la que se
produce un descenso de la expresion, ya que en todos los casos menos en los de CmABCC4
y CmABCEZ2, el nivel de expresion es menor a 40 DPA que a 35 DPA. En otros casos como
CmABCB25, CmABCC2, CmABCD2, CmABCF1, CmABCF3, CmABCF5, CmABCI6 y
CmABCI17, esta tendencia se observa con mas claridad, aunque algunos de ellos sufren un
aumento de expresion alrededor de los 37 DPA (CmABCB25, CmABCF1, CmABCF3,
CmABCF4 y CmABCI17). CmABCB25 mantiene su expresiéon desde 35 a 37 DPA, para
descender posteriormente de una manera progresiva hasta 40 DPA. Esta misma tendencia

es seguida por CmABCF3 y CmABCG23, aunque de una manera mucho mas suave.
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CmABCC2, CmABCD2 y CmABCI6 mantienen una tendencia de descenso desde 35 hasta 40

DPA de una manera continua.
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Figura 59. Expresion de genes ABC en frutos de meldn, representada como expresion relativa a distintas etapas del
proceso de maduracion (35, 37 y 40 DPA). La linea continua corresponde a muestras de melon silvestre, la linea
discontinua corresponde a muestras del melon ACO antisentido.

Por otro lado, CmABCC4 aumenta su expresiéon desde 35 a 37 DPA para seguir
aumentando mas ligeramente hasta 40 DPA. CmABCD1 presenta una tendencia singular,
sufre un gran descenso desde 35 a 37 DPA para volver a aumentar a 40 DPA. En ninguno
de los otros transcritos se observa un aumento de expresién tras una disminucion.

CmABCE?2 sufre una evolucién opuesta, junto con CmABCF1, CmABCF4 y CmABCI17, en la
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que se produce primero un pico de expresion hacia los 37 DPA para descender
posteriormente a los 40 DPA. Por altimo, CmABCF5 sufre un brusco descenso desde los 35

DPA hasta los 37 DPA, para seguir descendiendo mas lentamente hasta los 40 DPA.

Al observar la evolucion seguida por los mismos transcritos en las muestras de melén ACO
antisentido no se observé una tendencia general. En el caso de CmABCB25, CmABCC2,
CmABCD1, CmABCE2, CmABCF1 y CmABCI6 puede observarse como el nivel de expresion
sufre un aumento progresivo a lo largo del proceso. Por el contrario, CmABCC4, CmABCF3,
CmABCF5, CmABCG23 y CmABCI17 mostraron un descenso progresivo desde 35 a 40 DPA.
Los cambios en expresién en estas muestras eran continuos y mas graduales que los

producidos en las muestras de melén silvestre.

Al comparar la evolucion de los mismos transcritos entre el melon silvestre y el meldn
ACO antisentido, se observan distintos comportamientos: CmABCC2, CmABCC4 y
CmABCI6 disminuyen en la muestra silvestre, mientras que en la muestra de melén ACO
antisentido sufren el progreso opuesto, al aumentar continuamente hasta 40 DPA. Lo
mismo con alguna ligera diferencia parece suceder con CmABCB25 y CmABCD2. Por el
contrario, en el caso de CmABCF3, CmABCF5, CmABCG23 y CmABCI17 los transcritos
siguieron la misma evolucién a grandes rasgos en ambas muestras, descendiendo durante
el proceso de maduracion. Cabe destacar la diferencia de tendencia en tres: CmABCE2,
CmABCF1 y CmABCF4. En ellos se produce un pico en el nivel de expresién de la muestra
silvestre, inexistente en la muestra de melon ACO antisentido. Esta diferencia podria
indicar que la expresion de dichos transcritos podria encontrarse inducida por etileno
alrededor de los 37 DPA. El caso de CmABCD1 es opuesto al descrito anteriormente. En la
muestra silvestre, este transcrito sufre una disminucidon de expresion sobre los 37 DPA,
mientras que en el melén ACO antisentido no se produce dicho descenso. Esto sugiere que
su expresion podria estar sujeta a una represion por parte del etileno en el proceso de
maduracién del fruto. En Arabidopsis, como se mencioné anteriormente, se ha observado
que AtABCD1 participaba en el metabolismo de acidos grasos (Theodoulou y cols., 2006;
Wanders y cols, 2007; Nyathi y cols, 2010). Durante la maduracién de meldn, la
produccién de aromas volatiles a partir de dcidos grasos cobra especial importancia, por lo

que la regulacion de este gen podria ser parte implicada en este proceso.

La expresion de los genes que aparentemente podrian estar regulados por etileno fue

encontrada con mayor nivel en tejidos vegetativos como en hojas y tallo (Fig. 58) aunque
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en todos ellos, era notable también la expresion en el fruto, lo que sugiere que podrian

participar en procesos regulados de manera diferente en cada tejido.
4.4.4. Andlisis de expresion de transportadores ABC en post-cosecha.

Se realizé6 un andlisis de expresion de los genes ABC en una etapa posterior a la
maduracién, cuando el fruto ha sido separado de la planta, conocida como etapa post-
cosecha. Durante este periodo, se dan una serie de procesos que afectan a la calidad y vida
util de los frutos, se producen cambios en el color, la firmeza, el contenido en azudcares
(Portela y Cantwell, 1998), y en la cantidad y tipo de aromas volatiles (Beaulieu, 2006).
Este analisis nos permite conocer el comportamiento y la expresiéon de los genes ABC
durante dicha etapa y aporta una primera idea sobre su posible implicacién en los
procesos que ocurren en ella. Para ello se analiz6 la expresion de cada gen ABC a 20 dias
tras el momento de la cosecha, que se produjo a 40 DPA. Esta expresion fue comparada
entre dos conjuntos de frutos, unos conservados a temperatura ambiente, y otros
conservados a 42C durante el mismo periodo de tiempo. Los resultados del analisis se

muestran en la figura 60.

De manera general, se observaron varios tipos de comportamiento. Por un lado, en
algunos casos, el nivel de expresion de algunos genes descendi6 desde los 40 DPA hacia los
40+20 DPA. Este es el caso de CmABCC4, CmABCD1, CmABCE2 y CmABCF4. Al comparar
con los datos obtenidos de los frutos conservados a 42C, no todos fueron afectados de la
misma manera. El descenso de expresién en CmABCC4 se moder6 bastante, en CmABCD1,
por el contrario, parecia algo menor, aunque sin mucha diferencia, en CmABCE2 si se
observ6 una mayor disminucidn, al igual que en CmABCF4. Otra tendencia seguida por
varios genes, fue la de aumento de expresiéon durante la etapa poscosecha, esto puede
observarse en el caso de CmABCB25, CmABCC2, CmABCD2, CmABCF3, CmABCFS5,
CmABCG23, CmABCI6 y CmABCI17. Al comparar la expresién con las muestras tomadas a
partir de frutos a 4°C, se observaron diferentes comportamientos. Solo en el caso de
CmABCB25, el aumento de expresién fue mayor, mientras que para la mayoria de los
demas, el tratamiento a 42C supuso un descenso de expresion, a niveles iguales o menores
a la expresion observada a 42C, observable en CmABCC2, CmABCD2, CmABCF3, CmABCFS5,
CmABCI6 con una expresién no detectada y CmABCI17. CmABCF1 fue el tnico gen que
presentd una expresion invariable en las tres muestras, lo que sugiere que podria

participar en algin proceso celular basico.

La mayoria de genes sufrieron un cambio de expresion durante el periodo poscosecha, lo

que podria significar que quizas participan en algunos de los procesos que ocurren en
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dicha etapa, sobre todo los que aumentan su expresion, ya que un descenso de expresion
era esperado debido al descenso de funciones fisiolégicas celulares que ocurren

progresivamente tras la separacion del fruto de la planta.
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Figura 60. Expresion de diferentes genes ABC en diferentes muestras de frutos, frutos a 40 DPA, frutos
conservados a temperatura ambiente durante 20 dias tras recogida a 40 DPA, y frutos conservados a 4°C
durante 20 dias tras la recogida. La expresion se indica como expresidn relativa respecto a cada una de las
muestras. Los asteriscos indican expresion no detectada
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El tratamiento poscosecha a 42C tuvo un efecto considerable en la expresion de algunos
genes como es el caso de CmABCC2, CmABCD2, CmABCE2, CmABCF5 o CmABCI6, en el que
provoco una expresion muy diferente de la encontrada en frutos que se conservaron a
temperatura ambiente. Esto sugiere que la expresiéon de dichos genes podria directa o
indirectamente regulada por la temperatura. El conocimiento de las funciones especificas
que realizan estos transportadores en el proceso de maduracién supondria entender la
relacién que suponen en cuanto a la longitud de la vida util y calidad poscosecha de los
frutos. Ademas, permitiria conocer el efecto de la temperatura en la conservacion de frutos

de meldn, siendo de gran importancia para la industria alimentaria.
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Conclusiones

1. La abscision del fruto maduro en melon se produce en el plano de fractura situado entre
la parte proximal de la ZA (pedicelo) y la parte distal (mesocarpo). La ZA del fruto maduro

en meldn esta formada por 30-35 capas celulares.

2. El analisis mediante 454 pirosecuenciacion de la ZA del fruto maduro mostré que en
una etapa temprana de induccién de la abscision predomina una mayor induccién de

genes, mientras que en la etapa tardia se observa una mayor represién génica.

3. Durante la abscision del fruto maduro en meldn, aumentaron fuertemente miembros de
las familias de poligalacturonasas (PG), pectinliasas (PL), endoglucanasas (EG), asi como
B-1,3-glucanasa, B-glucosidasa, y [-galactosidasa, en la inducciéon temprana, por lo que
podrian participar en los eventos de desorganizacion de la pared celular en dicha etapa. En
la fase de induccién tardia de la abscisién se observé un aumento de expresion de
pectinesterasas (PE), expansinas (EXP), a-glucosidasa y extensinas (EXT) por lo que

podrian realizar funciones de desorganizacion y separacion celular.

4. En la etapa temprana de induccién de la abscision se observd una induccién de genes
relacionados con endo y exocitosis. Entre ellos: kinesinas, Rab-GTPasas, tubulina,

sintaxinas o ATPasas de tipo V.

5. El estudio de expresién de genes relacionados con las fitohormonas mostré que la
mayoria de genes expresados diferencialmente estaban relacionados con etileno, acido
abscisico (ABA), jasmonatos (JA) y auxina, aunque en menor medida también se

encontraron otros relacionados con salicilatos (SA) y brasinoesteroides (BR).

6. Los eventos tempranos de abscisidn estan potencialmente regulados por la represion de
factores de transcripcion MADS-box, AP2/ERF y Aux/IAA, y la inducciéon de homeobox,
dedos de zinc, bZIP y WRKY. Los eventos tardios de abscisién, por el contrario estarian

bajo la regulacién de factores de transcripcién MYB.
7. El andlisis de expresiéon de transportadores ABC durante la maduraciéon de melén

expuso la posible participacién de CmABCE2, CmABCF1, CmABCF4 y CmABCD1 en dicho

proceso, asi como su probable regulacion por la fitohormona etileno.
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Conclusions

1. The fruit AZ is formed by 30-35 cell layers. The abscission occurs in the fracture plane,
which is located between the proximal side of the AZ (pedicel) and the distal side

(mesocarp).

2. 454 Pyrosequencing analysis of the AZ at different stages of the MFA showed that in an
early stage, the up-regulation of genes is predominant. By contrast, a greater down-

regulation of genes takes place in a late stage of the MFA.

3. This study showed that in an early stage of the MFA, several genes related with cell wall
metabolism were strongly up-regulated: polygalacturonases (PG), pectin lyases (PL),
endoglucanases (EG), B-1,3-glucanase, (-glucosidase, y [-galactosidase. It suggests that
they could play roles in cell wall loosening at that stage. During the late induction of the
MFA, an increased expression of pectinesterases (PE), expansins (EXP), a-glucosidase and
extensins (EXT) was observed. This suggests that they probably are involved in cell wall

loosening and cell separation in this stage.

4. During the early induction of abscission, an up-regulation of genes related to endo and
exocytosis was observed. Some of them were: kinesins, Rab-GTPases, tubulins, syntaxins
and V-type ATPases. Moreover an induction of boron and nitrate was found in the early
stage, and an induction of the phosphate transport was observed during the late stage of

MFA.

5. The expression analysis of genes related with plant hormones showed that most of the
genes differentially expressed were related with the metabolism or signaling of ethylene,
abscisic acid, jasmonates and auxine. They were also found to a lesser extent some genes

differentially expressed related with salicylates and brassinoesteroids

6. The early events of the MFA are potentially regulated by repression of transcription
factors: MADS-box, AP2/ERF and Aux/IAA and by induction of homeobox, zinc fingers,
bZIP and WRKY. On the other hand, the late events of the MFA would be under the

regulation of MYB transcription factors
7. The expression analysis of ABC transporters during melon fruit ripening showed the

possible participation of CmABCE2, CmABCF1, CmABCF4 and CmABCD1 in this process,

and its likely regulation by the plant hormone ethylene.
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