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RESUMEN

La floracidon es un proceso complejo, que conlleva una serie de
cambios en el desarrollo de la planta. Actualmente gracias al desarrollo de la
tecnologia y las técnicas bioinformaticas, es posible identificar y relacionar las
bases moleculares que llevan a cabo la floracién. Hoy dia, la planta base para
el estudio de las bases moleculares de la floracion es Arabidopsis thaliana,
debido al gran conocimiento de todo su mapa genético, por tanto a partir de
esta planta y utilizando herramientas bioinformaticas podemos identificar genes
homélogos en otras plantas, en nuestro caso Olea Europaea var. "Picual” (olivo
picual). Ademéas con experimentos RNAseq podemos ver la expresion de
dichos genes en los diferentes lugares de la planta, con la finalidad de

relacionar su actividad con el proceso de floracion.

Finalmente, podemos concluir que identificar las bases moleculares de la
floracién del olivo nos aportaria informacion para mejorar la floracién del cultivo

y obtener mayores beneficios.

Palabras clave: Floracion- Arabidopsis thaliana- Genes homologos- Olivo-

Bases moleculares.

ABSTRACT

Flowering is a complex process, which involves a series of changes
in the development of the plant. Currently grace to the development of
technology and bioinformatics techniques, it is possible to identify and relate
these molecular bases of flowering. Today, the base plant for the study of the
molecular bases of flowering is Arabidopsis thaliana, due to the great
knowledge of all its genetic map, therefore from this plant and using
bioinformatic tools canidentify homologous genes in other plants in our case,
Olea Europaea var. 'Picual’; (picual olive). In addition with RNAseq experiments
we can see the expression of these genes in the different places of plant, in
order to relate their activity in the flowering process. Finally, we can conclude
that identify the molecular bases of flowering of the olive tree would bring us

information to improve the crop flowering and get more benefits.

.Keywords: Flowering - Arabidopsis thaliana - homologous Genes -olive -

molecular Bases



1. INTRODUCCION

La floracion es un proceso complejo que ha despertado fascinacion en la
humanidad, principalmente a cientificos y pensadores, desde tiempos remotos;
pero solo desde hace veinte afios se han empezado a determinar las bases
moleculares que rigen este fenomeno. Conocer el momento en que florecen
las plantas de un cultivo resulté crucial en la antigiiedad para optimizar la
recoleccion de frutos y semillas, y hoy dia sigue siendo un caracter primordial
para la mejora de la produccion agricola. La floracion conlleva en la planta un

cambio de programa de desarrollo por otro. (Blazquez et al., 2011)

La induccion floral es el proceso mediante el cual una serie de estimulos
que se originan fuera del apice del brote floral induce la formacion de
primordios florales. La induccién fotoperidédica de la floracion fue descubierta
hace 86 afos por Julien Tornois en lupulo (Tournois, 1914). Posteriormente
una serie de experimentos adicionales sugirieron que el control de floracion por
fotoperiodo era un fenémeno general que controlaba la floracién en la mayoria
de las plantas (Garner & Allard, 1920). Mas tarde experimentos de luz enfocada
mostré que las hojas son las estructuras que perciben la sefial del fotoperiodo
(Knott, 1934). Estos estudios y junto a numerosos experimentos de injerto,
indican que la produccién del estimulo floral (Bernier et al., 1993) inducida por
el fotoperiodo se produce en las hojas en una gran variedad de plantas
(Chailakhyan, 1968; Lang, 1965).

Para llevar a cabo la floracién las plantas se han adaptado y han
generado una complicada red de sefializacibn molecular que les sirve para
percibir condiciones ambientales (sobre todo, luz y temperatura) y decidir el
mejor momento del afio para florecer. Los Ultimos conocimientos aportan
informacion sobre el modo en que las plantas memorizan el paso del invierno,
identifican la estacion segun la longitud del dia e integran sefiales internas con
la finalidad de activar la floracion. Actualmente la principal proteina activadora
de la floracion es conocida como FT, asi como sus funciones en la actividad de
la floracion. Esta sustancia se genera en las hojas y se desplaza por los haces
vasculares hasta los apices, donde desencadena la formacion de las flores. La
plasticidad de la floracidn, se refleja a nivel molecular, en la integracion de los

cambios ambientales (Blazquez et al., 2011).



En 1970, Goethe propuso que los organos florales representan hojas
modificadas (Goethe, 1790). Esta idea de un mecanismo subyacente comun ha
sido considerablemente reforzada por hallazgos recientes que muestran que la
accion de un meristemo floral en la formacion de organos florales tiene
considerables similitudes a la de la yema apical para la produccion de hojas
(Carles & Fletcher, 2003; Sablowski, 2007). No obstante, también es evidente
que hay una serie de productos génicos que operan especificamente durante el

desarrollo de flores.

El proceso de floracion ha sido posible entenderlo gracias al moderno
estudio de mutantes florales en plantas de Arabidopsis thaliana (Blazquez et
al., 2011). Actualmente la base del genoma mas popular es la de Arabidopsis
(TAIR), ya que esta proporciona una secuencia actualizada del genoma y
diversa informacién gendmica (Garcia-Hernandez et al., 2002), ademas de
varias redes de informacion genética y de interaccion de proteinas (Schoof et
al., 2002).

En Arabidopsis al igual que en la mayoria de las plantas, el meristemo
apical da lugar a un meristemo floral reproductivo cuando percibe las sefiales
apropiadas para este cambio de programacion (Amasino, 2010). En
Arabidopsis se forma un meristemo de florescencia, es decir a partir de un
meristemo floral se producen una serie de meristemos secundarios adicionales,

dando lugar a una inflorescencia o conjunto de flores.

Un meristemo floral difiere de otros meristemos en una serie de aspectos
importantes, principalmente porque el 6érgano floral produce: Sépalos, pétalos,
estambres y carpelos, creando asi una serie de capas organizadas en anillos

concéntricos o verticilos (Steeves & Sussex, 1989).

Las flores de Arabidopsis estan formadas por cuatro sépalos en su parte
mas externa o primer verticilo, 4 pétalos que se alternan con las posiciones de
los sépalos en el segundo verticilo, seis estambres, que constan de un
filamento y una antera en la punta que produce el polen en el tercer verticilo, y
la parte reproductora femenina, el gineceo, que se compone de dos carpelos y

contiene los 6vulos en el cuarto verticilo.
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Un meristemo floral de Arabidopsis, al igual que otros meristemos
apicales, estd compuesto por tres capas de células clonalmente distintas. Las
capas externa L1 y la capa subepidérmica, que son capas monocelulares,
mantienen su organizacion a través de divisiones celulares anticlinales
(Steeves & Sussex, 1989). La capa L3 es subyacente a estas y se compone de
varias subcapas de células que se dividen en todas las direcciones. A pesar de
esta disposicion regular de las divisiones celulares orientadas, existen
desviaciones ocasionales de esta regularidad lo que indica que existe una
sefalizacion hacia las células del meristemo floral que son esenciales y criticas
para producir la floracién (Jenik & Irish, 2000; Reddy et al., 2004; Kwiatkowska,
2006).

Nuestro conocimiento sobre la sefializacion molecular que lleva a cabo
la induccion floral, se ha visto muy favorecida por el considerable avance de la
Biologia Molecular en las udltimas décadas. Dicho avance ha permitido la
identificacion de genes concretos y sus productos génicos, de tipos celulares
especificos, asi como de procesos biolégicos y moleculares (Niklinski et al.,
2017). Para entender méas la complejidad que lleva a cabo el proceso de la
floracion se recurre a la Biologia de Sistemas, la cual integra y relaciona
disciplinas como la Biologia Molecular, la Bioinformatica, las Matematicas y la
Fisica (Babtie et al.,2017).

De modo general, podemos decir que la Biologia de Sistemas trata del
estudio de los sistemas biol6gicos complejos en todos sus niveles, incluyendo
interconexiones entre diferentes disciplinas 6micas (Gendmica, Protedmica,
Transcriptomica, Metabol6émica y Epigendémica). El progreso y empleo de las
tecnologias de alto rendimiento conlleva que, para el andlisis de la multitud de
datos que pueden obtenerse en la investigacion interdisciplinaria de la Biologia
de Sistemas, sea el modelado matematico un instrumento poderoso para su

comprension (You,2004).

Como ejemplo de aplicacion de los procedimientos propios de la Biologia
de Sistemas nos centraremos en el estudio y analisis de proteinas que
participan en la floracion de Arabidopsis, ya que como planta modelo, es
nuestra planta elegida como referencia para encontrar genes homaélogos que

participen en la floracion de Olea europaea cv. Picual.
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Una de los principales reguladores a lo largo de todo el ciclo de vida de
Arabidopsis es el gen FLOWERING LOCUS C (FLC ), ademas tiene un papel
clave en el momento de la iniciacién de la floracion. FLC se une al ADN y
reprime a dos genes que promueven la floracion, FLOWERING LOCUS T (FT)
y SUPPRESSOR OF CONSTANS1 (SOC1), de los cuales hablaremos con
posterioridad. También ha quedado demostrado que FLC se une a muchos
otros genes, lo que indica que tiene varias dianas en la represion de la
floracion. Cabe destacar que FLC se une a las regiones promotoras de los
genes, en una secuencia diana denominada MADS box. El gen FLC esta
involucrado en el desarrollo reproductivo, vegetativo e incluso a nivel

embrionario a lo largo de la vida de la planta (Weiwei et al, 2011).

FLC tiene su papel clave durante el periodo de vernalizacién (Sheldon
et al.,, 1999). Antes de la vernalizacion FLC reprime la floracion, pero tras un
periodo prolongado de baja temperatura, la expresion de FLC es reprimida, lo
que permite que se pueda iniciar la floracion en la planta. La represién de FLC
estd relacionada con modificaciones de la cromatina, que impide la
transcripcion de dicho gen (Bastow et al., 2004; Sung &Amasino, 2004). La
represion de FLC, libera los sitios de control de la transcripcién de los genes
SOC1, FD, AP1, SEP3 y FT, lo cual permite su expresion, se producen
transcriptos y finalmente dichas proteinas, iniciando la floracion (Dennis &
Peacock, 2007; Searle et al., 2006; Helliwel et al., 2006).

LEAFY (LFY ) es una proteina clave en la especificacion del meristemo
floral. En plantas con mutaciones que inactivan LFY se ha observado que en
vez de producirse meristemos florales se producen ramas secundarias (Weigel
et al., 1992).

En plantas mutantes para LFY se ha observado que aparecen
meristemos axilares que poseen alguna identidad floral, causado por la
actividad de APETALA1 (AP1) (Hueala and Sussex, 1992; Mandel et al., 1992;
Bowman et al.,, 1993; Mandel & Yanofsky, 1995). En plantas con pérdida de
funcién de AP1 debido a mutaciones, se ha observado que el meristemo floral
da lugar a una florescencia anormal, asi como en plantas de doble mutantes
para LFY y AP1, no se observa la formacion de flores, lo cual indica que estos

dos genes son en gran parte responsables de la especificacion floral (Irish &
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Sussex, 1990; Huala &Sussex, 1992; Bowman et al., 1993; Shannon & Meeks-
Wagner, 1993). AP1 codifica una proteina con dominio de unién a MADS box
en otros genes (Maizel et al.2005; Tanahashi et al.2005), los cuales participan
en la en la produccion del meristemo floral, incluyendo paralogos para AP1,
como CAULIFLOWER (CAL) (Bowman et al., 1993; Kempin et al., 1995;
Ferrandiz et al., 2000a) u otros genes como SOC1 (Gregis et al., 2008; Melzer
et al., 2008).

En lugares donde no se deben formar flores se necesita otro regulador
para reprimir la accion de LFY y AP1, de ello se encarga TERMINAL FLOWER
1 (TFL1), ya que en plantas mutantes para TFL1 se ha observado la conversion
a meristemos florales de meristemos que no deberian ser florales. (Bradley et
al., 1997; Ratcliffe et al., 1998). Adicionalmente, LFY es capaz de reprimir a
TFL1, y suprimir el destino indeterminado del meristemo dando lugar a un
meristemo floral (Weigel et al., 1992; Liljegren et al., 1999; Ratcliffe et al.,
1999). Mientras que en otras zonas TFL1 actta para reprimir LFY y AP1 en los
meristemos de inflorescencia (Ratcliffe et al., 1998). Este equilibrio entre TFL1
y los genes de identidad del meristemo floral regula la formacién de flores en el
lugar y momento adecuado (Prusinkiewicz et al., 2007).

Existen otros factores que regulan al alza la expresion de AP1 en los
primordios florales, dichos factores estan regulados por el fotoperiodo. El factor
de transcripcion bZIP FD actua formando un complejo con FT (FT/FD), el cual
produce una activacion directa de AP1 (Wigge et al., 2005). La activacion de FT
es controlada por el fotoperiodo, principalmente los dias largos o picos bajos de
diéxido de carbono, activan la transcripcion de FT, dando lugar una
transcripcion constante de dicho gen (Putterill et al., 1995; Suarez-Lépez et al.,
2001). Una vez en el meristemo FT forma el complejo FT/FD, induciendo asi la

floracion.

Como curiosidad y relacionando la proteina TFL1 mencionada
anteriormente junto a FT, son proteinas homélogas que tienen un ancestro
comun, en el cual tenian una funcion similar pero debido a la separacion
evolutiva de gimnospermas y angiospermas, la funcion de FT cambi6, siendo
esta la que promueve la floracion mientras que TFL1 mantuvo su actividad

inhibiendo la floracion (Karlgren et al., 2001; Klintenas et al., 2012).
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APl a su vez puede reprimir la expresion de SOC1, el cual actia
reprimiendo la expresion de genes con dominios de union a MADS box, como
es SEPALLATA (SEP3). En este caso AP1 activa la expresion de SEP3, la cual
puede interactuar con LFY y promover el desarrollo de la flor, activando genes
que participan en la floracion que se localizan en la MADS box (Honma & Goto,
2001; Castillejo et al., 2005; Immink et al., 2009; Liu et al., 2009).

Otro gen gue interactua y codifica factores de transcripciéon con dominios
de union a MADS box es AGAMOUS (AG), la cual es fundamental para limitar
la proliferacion de células madre en el meristemo floral (Bowman et al., 1989;
Yanofsky et al.,, 1990). LFY es un regulador de la expresiéon de AG. En
meristemos florales LFY se une a sitios adyacentes de la regidn reguladora de
AG, realizando una regulacién positiva (Busch et al., 1999; Lenhard et al.,
2001; Lohmann et al., 2001; Hong et al., 2003). A su vez la activacion de AG
provoca la activacion de WUS, que provoca una retroalimentacion negativa
(Sablowski, 2007).

El papel fundamental de todas las relaciones que se dan entre todos
estos genes de identidad del meristemo floral es activar a los genes de
identidad de 6rgano floral. Para ello es necesario explicar el modelo clasico
“ABC” de la identidad especifica del 6rgano floral (Bowman et al., 1991; Coen &
Meyerowitz, 1991; Weigel & Meyerowitz, 1994). Este modelo indica que los
tres genes actlan de manera combinatoria para especificar de manera
combinatoria cada tipo de o6rgano floral. Los genes de clase A inducen el
desarrollo de los sépalos en el primer verticilo; los genes de la clase A junto a
los genes de la clase B inducen el desarrollo de pétalos en el segundo verticilo;
los genes de la clase B junto con los de la clase C inducen el desarrollo de los
estambres en el tercer verticilo y los genes de la clase C inducen la formacion
de los carpelos en el cuarto verticilo. Ademas se ha propuesto que los genes A

y C tienen una regulacion negativa entre ellos.

Teniendo en cuenta el modelo “ABC” y los genes mencionados
anteriormente, AP1 Y AP2 son necesarios para la formacion de un sépalo
normal y el desarrollo de pétalos, ambos genes confieren la funcién de A. AP3
y PISTILLATA (Pl ), ambos son necesarios para conferir la funcion de B,

mientras que AG es necesaria para la funcion de C (Bowman et al., 1991).
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La accion combinatoria de los genes ABC depende de su expresion en
regiones concretas para el desarrollo de la flor y todo ello se consigue por una
regulacion entre los genes mencionados a lo largo de la introduccién. AP1 se
expresa inicialmente en toda la flor debido a la actividad de LFY,
posteriormente su actividad se restringe (Mandel et al., 1992; Parcy et al.,
1998; Wagner et al., 1999). AG localizado en el tercer y cuarto verticilo reprime
AP1 en estas regiones (Gustafson-Brown et al., 1994). AG es inhibido en el
primer y segundo verticilo por proteinas que se unen a sus elementos de
regulacion transcripcional, reprimiendo asi AG en estas regiones (Sridhar et al.,
2004,2006; Gregis et al., 2006). AP2 cuya funcion solo se da en el primer y
segundo verticilo, se expresa en toda la flor pero es reprimida por microARN en
el tercer y cuarto verticilo (Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004; Zhao et al.,
2007). En el dominio B la activacion de AP3 depende directamente de la
activacion conjunta de LFY y AP1 (Lee et al., 1997; Ng &Yanofsky, 2001; Chae
et al., 2008). Estos dos ultimos junto a SEP3, regulan la actividad de Pl en el
dominio B (Liu et al., 2009).
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2. OBJETIVOS
El objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado es identificar en olivo
genes homodlogos a genes de floracion de Arabidopsis, y comprobar la
expresion de dichos genes a partir de los resultados de RNAseq de
tejidos/organos de la variedad Picual, con la finalidad de ver si esa expresion
es consistente y corroborativa de la funcion de floracion de dichos genes en

olivo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Secuencias de aminoacidos de las proteinas que intervienen

en la floracién de Arabidposis.

Los cbdigos de identificacion de las proteinas codificadas por los genes

de floracion de Arabidopsis se obtuvieron de la base de datos UniProt, que es

la coleccion de informacion funcional sobre proteinas (Uniprot database). En la

tabla 1 se muestran las proteinas y genes elegidos para el estudio junto a su

codigo de identificacion.

Nombre del gen

Caodigo de identificacion (ID)

FLC AT5G10140
FT AT1G65480
SOC1 AT2G45660
AP1 AT1G69120
LFY AT5G61850
TFL1 AT5G03840
FD AT4G35900
AG AT4G18960
AP3 AT3G54340
SEP3 AT1G24260
Pl AT5G20240
CAL AT1G26310

Tabla 1. Proteinas codificadas por genes de floracion de Arabidopsis junto a

su ID.

Las secuencias de los genes se tomaron de la base de datos TAIR, de

la cual se obtuvo el archivo Araportll (Araportll genes.201606.pep.fasta.gz).

Araport es un portal de informacion de Arabidopsis, en el cual se encuentra la

informacion molecular de los diferentes genes de Arabidopsis junto a la

anotacion asociada (Vivek et al.2015).
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https://www.arabidopsis.org/download_files/Proteins/Araport11_protein_lists/Araport11_genes.201606.pep.fasta.gz

3.2. Obtencién de los genes en O. europaea L. cv. Picual,

homaologos de los genes seleccionados de Arabidopsis.

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias de Arabidopsis con las
secuencias génicas de olivo mediante un BLAST. Los programas BLAST son
herramientas ampliamente utilizadas para buscar la similitud de secuencias de
proteinas o ADN en diferentes bases de datos, obteniendo a su vez gran
contenido de datos estadisticos. Concretamente se utilizo BLASTp que
compara las secuencias peptidicas deducidas de los genes de Arabidopsis con
todas las secuencias de peptidicas deducidas de los genes de olivo (Stephen
et al.1997).

Para realizar el BLASTp, se cred una red un servidor del grupo de
investigacion que contiene las bases de datos del genoma de olivo ensamblado

por el grupo de investigacion, ensamblaje todavia no publicado.

3.3. RNAseq de 6rganos/tejidos del olivo

El RNAseq habia sido realizado previamente por el grupo de
investigacién y en él se tomaron muestras de flores maduras, frutos en estado
de envero, hojas jovenes, tallos y raices de varias plantas de la variedad
Picual. De todas ellas se realizé un pool con varias muestras. La toma de las
muestras se realizé mediante congelcion inmediata en nitrégeno liquido y se
conservaron a -80 °C hasta la extraccion del ARN. La purificacion y
secuenciacion del ARN se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito en
(Leyva-Pérez et al.,2018). Se secuenciaron dos muestras independientes de
cada organo/tejido, con dos réplicas técnicas en cada una de ellas y
obteniendo al menos 20 millones de reads por cada muestra biolégica

independiente.

3.4. Preprocesamiento de los datos de RNAseq y analisis

transcriptomico

Los datos no procesados habian sido previamente tratados por el grupo

de investigacion siguiendo el procedimiento que se describe en (Leyva-Pérez et
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al., 2018). Los datos de RNAseq se analizaron usando el programa Arraystar
Lasergene 15 y el transcriptoma de referencia obtenido por el grupo de
investigacion a partir del genoma ensamblado de Picual (transcriptoma no

publicado).
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4. RESULTADOS
4.1. Obtencién de genes de olivo homdlogos a los genes de
floracién de Arabidopsis
Con objeto de obtener del genoma del olivo los genes homologos a los
de floracion de Arabidopsis, se realiz0 un alineamiento con BLASTp de la
isoforma 1 de cada gen de Arabidopsis. Dado el caracter de poliploide reciente
del olivo (Referencia de Turgay et al 2017) se tomaron las dos secuencias de
olivo que presentaban un mejor alineamiento con la de Arabidopsis para su
posterior estudio (Tabla 2). Tras el alineamiento con BLASTp se obtuvo 24
genes homoélogos de olivo los cuales presentaban una gran similitud con los
genes de floracion de Arabidopsis, como muestran los datos estadisticos del
alineamiento (Tabla 2). Se puede observar como todos los porcentajes de
identidad de los genes de olivo seleccionados con los genes de Arabidopsis
superan el 50%. Las longitudes de los genes alineados de Arabidopsis y Olivo
son muy similares en la mayoria de los casos, para cada par de genes

paralogos. También podemos observar en la tabla 2 como los genes AP1 y

CAL han alineado ambas con el mismo gen de olivo.

NOMBRE DEL GEN ID EN ARATH|ID EN OLIVO % IDENTITY [LONGITUD EN ARATH |LONGITUD EN OLIVO |LONGITUD ALINEAMIENTO |%ARATH QUE ALINEA |E VALUE |BITSCORE
AP3 AT1G24260.1 [Oleur061Scf2874906003.1 75,51 250 239 245 98 2E-121 350
AT1G24260.1 |Oleur061Scf0589500023.1 75,51 250) 239 245 98] 2E-121] 350

CAL AT1G26310.1 |Oleur061Scf2107g03003.1 57,03 255) 242 256 100]  4E91 213
AT1G26310.1 |Oleur061Scf7465903021.1 57,03 25| 243 256 100]  1E-89 210

T AT1G65480.1 |Oleur061S¢f5260900017.1 69,11 175 19 191 97  1E-94 218
AT1G65480.1 [Oleur061Scf0872904029.1 66,27 175 150 169 97 2E-76 229

AP1 AT1G69120.1 |Oleur061Scf2107903003.1 62,11 256 242 256 100]  2E-108 318
AT1G69120.1 |Oleur061Scf3550g00008.1 60,94 256 242 256 100]  3E-105 310

soct AT2G45660.1 | Oleur061Scf0398905023.1 65,55 214 217 209 98]  SE-81] 245
AT2G45660.1 [Oleur061Scf6353900013.1 65,55 214 207 209 98]  5E-81 245

AP3 AT3G54340.1 |Oleur061Scf8536902002.1 59,48 232 227 232 100]  1E-94 281
AT3G54340.1 |Oleur061Scf6496g00009.1 59,48 232 227 232 100]  1E-94 281

AG ATAG18960.1 |Oleur061Scf1489501008.1 70,29 252 257, 239 94| 5E-115 335
ATAG18960.1 |Oleur061Scf0498900019.1 66,27 252 219 252 99 3E-114 333

TELL AT5G03840.1 [Oleur061Scf2462902004.1 70,18 17 172 1 97)  3E-90 265
AT5G03840.1 [Oleur061Scf3186g04026.1 70,18 177 12 1 97| 3E-90 265

FLC AT5G10140.1 |Oleur061Scf2231905019.1 38,12 196 240 202 98|  6E-36) 129
AT5G10140.1 |Oleur061Scf0247905013.1 43,79 19 235 169 82|  6E-36) 129

Pl AT5G20240.1 |Oleur061Scf1966900015.1 51,66 208 243 211 97)  4E-65 205
AT5G20240.1 [Oleur061Scf4707900009.1 51,18 208 243 211 97  2E-64 203

LFY AT5G61850.1 [Oleur061Scf5598501043.1 63,3 420, 381 406 95| 1E-176) 503
AT5G61850.1 |Oleur061Scf1518903031.1 62,81 420, 381 406, 9| 3E-169 484

0 ATAG35900.1 |Oleur061Scf0237903012.1 40,89 285) 223 269 78| 4E-34 126
ATAG35900.1 [Oleur061Scf0830914012.1 40,55 285 187 207 70| 7E-28 108

TABLA 2. Genes de olivo con alta homologia con los genes de floracion

de Arabidopsis obtenidos mediante BLASTp.
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4.2. Andlisis transcriptomico de los genes seleccionados

A partir de un experimento de RNAseq de Organos/tejidos realizado
previamente en el laboratorio, analizamos la expresion de los genes
seleccionados de cara a obtener un perfil de expresién que sirva de prueba
confirmatoria de su anotacion funcional. En la Figura 1 se muestra un mapa de
calor general de todos los genes analizados, en el que ya se puede ver como
algunas parejas de genes paralogos presentan perfiles similares mientras que

otros casos hay diferencias en el perfil de expresion.

Como podemos observar en la figura 1, en cada columna se encuentra
representada una zona de la planta en nuestro caso vamos a realizar el estudio
en fruto, flor, hoja, meristemos, raiz y tallo. También podemos observar como
en cada fila encontramos la ID en olivo de nuestro gen, y junto a ello el nombre
de nuestro gen. Destacar que un color con una tonalidad cercana a la roja
indica alta expresion, mientras que una tonalidad cercana a la azul indica una

menor expresion del gen.

Los niveles y perfiles de expresion son variables entre distintos genes y

se analizan de forma mas detallada en los siguientes apartados.

Meristemo

Fruto Flor Hoja

Raiz Tallo Pr——
t t '

£ 4
§ i

im0
e ' ED
OreurOA1S1 815900001 1
Oter0f 154823890104 * } LFY
Chanr031S2107503003 1 ]‘ Apl
Ctmur031 SISSIG00008 1
cmsonsrungems ¥ CAL
e 1 TR
e OESEBINTT FT
s, HLCE
- Cler0515e404389000%9 Y - AG
ol Ot 0515050800023 *
OlerA1Schassging s = AG
Oher0815=19565500015 9
Ohanar 051 S86707500008 1 ]_ pl
Olewsr0315c8535502002 1 } AP3
ChenurO81 584380000051
Clasot1ScETon0a s FT
T F soa
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FIGURAL. Mapa de calor general.
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4.3. Expresion de los genes estudiados en olivo.
4.3.1. Expresion de los genes SEP3 del olivo.

El andlisis de expresion de estos genes con alta homologia con SEP3 de
Arabidopsis, sera una prueba que apoye o no la esta identidad y su
participacion en la floracion. Como podemos observar en la grafica 1 vamos a
estudiar la frecuencia de los genes paralogos SEP3 en olivo. Observando dicha
grafica podemos ver que ambos genes paralogos presentan un perfil similar,
pero una gran diferencia en el nivel de expresion, ya que el gen
Oleur061Scf0589900023.1 apenas se expresa en la planta y presenta una
minima  expresibn en fruto y flor, mientras que el gen
Oleur061Scf28749g06003.1 tiene pequeia expresion en toda la planta y siendo
muy alta en flor y fruto. Este perfil de expresion es compatible y esperable con

la funcion de este gen.

-

Oleur0615cf2874g06003.1

—

Oleur0615cf0589g00023.1

x Toraan Tea - —

Grafico 1. Frecuencia del transcrito SEP3. La expresion se representa
como logz de RPKM.
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4.3.2. Expresion de los genes CAL del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con CAL se presenta
en la gréfica 2. Ambos genes paralogos (Oleur061Scf2107g03003.1 vy
Oleur061Scf7465903021.1), presentan una expresion muy similar, siendo ésta
elevada en flor, mientras que en el resto de la planta apenas presenta
expresion. Destacar que el gen Oleur061Scf21079g03003.1 tiene una ligera
expresion en raiz, se trata de un nivel de expresion muy bajo poco significativo.

Este perfil de expresion es compatible y esperable con la funcion de este gen.

/ \ o|euroe13cf21o7g03003 1

O|eur061Scf7465g03021 1

i

&

Gréfico 2. Frecuencia del transcrito CAL. La expresion se representa
como logz de RPKM.

4.3.3. Expresion de los genes FT del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con FT se muestra en
la grafica 3. En este caso se observa que ambos genes paralogos presentan
perfiles de expresion muy diferentes, debido a que el gen
Oleur061Scf5260g00017.1 se expresa solamente en hoja, pero no en flor, lo
gue no es lo esperable para este gen, mientras que el gen

Oleur061Scf0872g04029.1 tiene una gran expresion en hoja, flor y fruto, siendo
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muy baja en el resto de las zonas de la planta. Por lo tanto, el gen
Oleur061Scf0872904029.1 es el que probablemente tiene la funcién de FT en

el olivo.

Oleur061Scf0872g04029.1

LT

| Oleur0615cf526000017.1

az
-
5

T ey Teraus T3 -

Gréfico 3. Frecuencia del transcrito FT. La expresion se representa como
log2 de RPKM.

4.3.4. Expresion de los genes AP1 del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con AP1 se muestra
en la grafica 4. Se puede observar que ambos genes
paralogos(Oleur061Scf2107g03003.1 y Oleur061Scf3550g00008.1), presentan
un perfil de expresion muy similar, Expresandose solamente en flor, mientras
que en el resto de la planta apenas hay expresién, salvo el gen
Oleur061Scf21079g03003.1, que tiene una ligera expresion en raiz, siendo un
nivel muy bajo poco representativo. Esta expresién especifica de la flor es la

esperable para la funcion de AP1.

24



Fajevschw Yalee

Oleur061Scf2107g03003.1

>< Oleur0615cf3550200008.1
= o o - Terans =oa =

Grafico 4. Frecuencia del transcrito AP1. La expresion se representa
como logz de RPKM.
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4.3.5. Expresion de los genes SOC1 del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con SOC1 se muestra
en la grafica 5. Ambos genes paralogos (Oleur061Scf0398g05023.1y
Oleur061Scf6353g00013.1), presentan un perfil de expresion idéntico,
tratAindose de genes que se expresan en todas las zonas de la planta. Su
mayor frecuencia la encontramos en raiz, mientras que la menor frecuencia la
encontramos en fruto, en el resto de la planta la frecuencia es muy similar. Este
perfil de expresion genera dudas sobre que estos genes sean los que

realmente realizan la funcién de SOC1 en el olivo.
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Grafico 5. Frecuencia del transcrito SOCL. La expresion se representa
como logz de RPKM.

4.3.6. Expresion de los genes AP3 del olivo.
La expresion de los genes de olivo con homologia con AP3 se muestra
en la grafica 6. Ambos genes paralogos (Oleur061Scf8536902002.1 y
Oleur061Scf64969g00009.1) se expresan solamente en la flor mientras que en
el resto de la planta la expresibn es muy baja, lo cual concuerda con lo

esperable para este gen.
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Gréfico 6. Frecuencia del transcrito AP3. La expresion se representa
como logz de RPKM.

4.3.7. Expresion de los genes AG del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con AG se muestra en
la gréfica 7. En este caso de nuevo ambos genes paralogos
(Oleur061Scf1489g01008.1 y Oleur061Scf0498g00019.1), presentan un perfil
de expresion muy similar, mostrando niveles altos en flor y fruto, mientras que
en hoja y meristemo tienen una expresion baja y muy baja en tallo y raiz. Estos

datos son también compatibles con que sean los genes AG del olivo.
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Gréfico 7. Frecuencia del transcrito AG. La expresion se representa como
log2 de RPKM.

4.3.8. Expresion de los genes TFL1 del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con TFL1 se muestra
en la grafica 8. Se observa que ambos genes paralogos
(Oleur061Scf2462g02004.1 y Oleur061Scf3186g04026.1), presentan perfiles
de expresiéon muy similares, la expresion es muy baja en flor y fruto mientras
que en el resto de la planta la expresion es nula. Dado su papel de represion
de la floracién estos niveles muy bajos en flor y fruto y ausente en el resto son

también esperables para este gen.
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Gréfico 8. Frecuencia del transcrito TFL1. La expresion se representa
como logz de RPKM.

4.3.9. Expresion de los genes FLC del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con FLC se muestra
en la grafica 9. De nuevo en este caso ambos genes paralogos
(Oleur061Scf2231g05019.1 y Oleur061Scf02479g05013.1), presentan un perfil
de expresion muy similar, teniendo una frecuencia muy alta en fruto y flor, y
una frecuencia media en hoja, meristemo, tallo y raiz. En este caso el perfil de
expresion es compatible con su funcion, pero dada la regulacion anual de este

gen hace dificil su interpretacion.
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Gréfico 9. Frecuencia del transcrito FLC. La expresion se representa
como logz de RPKM.

4.3.10. Expresion de los genes Pl del olivo.

La expresién de los genes de olivo con homologia con Pl se muestra en
la gréfica 10. Observando dicha grafica podemos ver que ambos genes
paralogos (Oleur061Scf1966900015.1 y Oleur061Scf47079g00009.1), presentan
una expresion casi idéntica y exclusivamente en la flor mientras que en el resto
de la planta apenas presenta expresion. Estos datos son también compatibles

con gue sean los genes PI del olivo.
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Grafico 10. Frecuencia del transcrito PI. La expresion se representa como
log2 de RPKM.

4.3.11. Expresion de los genes LFY del olivo.

La expresion de los genes de olivo con homologia con LFY se muestra
en la gréfica 11. Apenas se observa expresion en ambos genes. Se observa
una muy ligera expresion en meristemo del gen Oleur061Scf5598¢g01043.1,
mientras que el gen Oleur061Scf1518g03031.1 no se expresa en ningun tejido.
Con estos resultados no queda claro que estos genes sean los verdaderos LFY

de olivo.
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Grafico 11. Frecuencia del transcrito LFY. La expresién se representa
como logz de RPKM.

4.3.12. Expresion de los genes FD del olivo.
La expresion de los genes de olivo con homologia con LFY se muestra
en la grafica 12. Ambos genes paralogos (Oleur061Scf02379g03012.1 y
Oleur061Scf0830g14012.1), presentan un perfil de expresion casi idéntico. En
ambos casos se detecta expresion solamente en meristemo, flor y tallo. Este

perfil de expresion es compatible con la funcién de FD.
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Gréfico 12. Frecuencia del transcrito FD. La expresion se representa
como logz de RPKM.
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5. DISCUSION
La floracidon es un proceso complejo que ha fascinado desde tiempo
remotos a cientificos y pensadores, pero solo desde hace veinte afios se han
empezado a determinar las bases moleculares de este proceso (Blazquez et
al., 2011).

En este Trabajo Fin de Grado se han buscado los posibles genes de
olivo implicados en la floracién. Para ello se han buscado genes con alta
homologia con los genes de floracion de Arabidopsis y se ha comprobado su
perfil de expresion en distintos organos/tejidos mediante un analisis de
RNAseq. La utilizacion de Arabidopsis como planta modelo se debe a que fue
la primera base de datos del genoma de angiospermas que se creé (2001),
ademas de ser una de las bases de datos genémica mas completa de

angiospermas (Huala et al., 2001).

Al seleccionar los genes de Arabidopsis implicados en la floracién
observamos que en algunos casos codificaban varias isoformas, alcanzando
hasta 5 isoformas diferentes, pero todas ellas muy similares entre si.
Fundamentalmente variaban en el nimero de aminoacidos, por lo que cogimos
la isoforma codificada por cada gen, que presentaba una mayor longitud de
aminoécidos, todo ello con la finalidad de buscar los genes de olivo que

representen la versidn mas larga y completa de los genes.

Al realizar un alineamiento entre genes de floracién de Arabidopsis y
genes de olivo, escogimos los dos mejores alineamientos para cada gen de
Arabidopsis, con lo que obtuvimos 24 genes de olivo. Destacar que se
obtuvieron una alta cantidad de alineamientos, posiblemente debido al proceso
evolutivo de la especie, ya que en el olivo se han producido eventos de
poliploidia por duplicacion del genoma relativamente recientes, concretamente
se ha descrito que este proceso se producido dos veces, en torno hace 28
millones de afios y otro hace 59 millones de afios, lo que conlleva que se
puedan encontrar varias copias del mismo gen en el genoma, que actualmente

se han convertido en genes paralogos (Turgay Unver et al.,2017).
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Si observamos los datos de los alineamientos mediante BLASTp
obtenidos entre los péptidos codificados por los genes de Arabidopsis y sus
posibles homaologos en el olivo, en todos los casos se obtiene un porcentaje de
identidad mayor del 50 %, por lo que la similitud entre los péptidos codificados
por los genes de ambas plantas es suficientemente alta como para ser
considerados como posibles genes ortdlogos (Tabla 2). También la mayoria de
los genes de Arabidopsis alinean en su secuencia de nucle6tidos mas de un 90
% con respecto a la secuenciad el gen de olivo. Resaltar los altos valores de
bitscore obtenidos en todos los casos. Todo este conjunto de datos nos lleva a
postular que en el olivo encontramos genes homologos a los que participan en
la floracién de Arabidopsis, y por lo tanto estos genes podrian participar en la

floracion del olivo.

Un dato interesante y muy caracteristico lo tuvimos al alinear las
proteinas codificadas por AP1 y CA, resultando que ambas proteinas tenian en
comun el mismo gen del olivo, es decir, alineaban en olivo con el mismo gen,
obteniéndose mejores datos de alineamiento para AP1. Esto es debido a que
ambos genes son muy similares y tienen dominios parecidos en Arabidopsis,
esto junto la distancia evolutiva entre Arabidopsis y olivo, hace que el gen CA
de Arabidopsis tenga mayor similitud de secuencia con AP1 de olivo, que con
CA de olivo. También es posible que CA, durante la evolucion del olivo y
debido al proceso de duplicacién del genoma de olivo, haya perdido su funcion
en olivo y que ésta la ejerza otro gen, como podria ser AP1 ya que mediante
un proceso de neofuncionalizacion producida en la evolucién de olivo, dicho

gen habria podido adquirir la funcion de CA (Turgay Unver et al., 2017).

La expresion de los genes seleccionados como probables genes de
floracion se analiz6 mediante un analisis transcriptomico a partir de datos de
RNAseq que habia sido realizado previamente en el laboratorio por el grupo de
investigacién. Este andlisis transcriptomico incluia muestras de diversos
organos/tejidos de la planta, concretamente de la flor, fruto, hoja, meristemo,
tallo y raiz. En general el analisis transcriptomico presenta perfiles de expresion
gue son compatibles y esperables para genes implicados en la floracion ya que

muestran una expresion mas o menos elevada en las flores, aunque con
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frecuencia se observa expresion también en fruto. Esto sucede con los
homologos del olivo que se corresponden con los genes CAL, AP1, AP3, AG,
FLC y Pl de Arabidopsis, en los cuales encontramos ademas una expresion
similar para ambos homologos. Por lo tanto, estos genes de olivo que hemos
seleccionado manifiestan unos perfiles de expresion compatibles y esperables
con su participacion en el proceso de floracion del olivo. Sin embargo, se han
encontrado patrones de expresion en algunos genes que no apoyan su papel
en la floracion. En el caso del gen LFY, se observdO que el gen
Oleur061Scf1518g03031.1 no presentd expresion en ningun organo/tejido de
la planta, mientras que el gen Oleur061Scf5598g01043.1 mostré una leve
expresion en meristemos y nula en el resto de muestras. Dado que LFY es un
inductor general de la floracion en Arabidopsis habriamos esperado encontrar
expresion de sus posibles ortélogos en la flor del olivo. El hecho de no
encontrar expresion de estos genes en la flor puede ser debido a que actien
en etapas muy iniciales de la induccion de la floracion y que después su
actividad no sea necesaria y dejen de expresarse o alternativamente que
ninguno de ellos sea el gen que ha retenido la funcién de LFY después de las
duplicaciones gendmicas ocurridas en la evolucion del olivo. Determinar esto
requeriria de posteriores andlisis a este Trabajo. En cuanto a los genes con
homologia con FT, wuno de ellos, concretamente el gen
Oleur061Scf5260g00017.1 no se expresa en flor pero si en hoja, mientras que
el gen Oleur061Scf0872g04029.1 se expresa en fruto, flor y hoja, por lo que
este Ultimo podria ser el verdadero gen que mantiene la funcién de FT. No
obstante, la expresion que presenta en hojas genera dudas sobre que
realmente sea el gen que ha mantenido la funciéon FT en el olivo. Es conocido
qgue en Arabidopsis TFL1 y FT son genes homodlogos pero con funcién inversa
de uno con respecto al otro, ya que TFL1 reprime la floracion mientras que FT
la activa. Ambos genes proceden de un ancestro comun, que evoluciond para
dar lugar a estos dos genes con homologia pero funciones antagonicas (Turgay
Unver et al.,, 2017). Si bien los resultados obtenidos con FT arrojan ciertas
dudas sobre los homadlogos de olivo que hemos analizado en este trabajo, la
expresion de los homologos de TFL en el olivo resultdé muy baja en flor y fruto y

nula en el resto de tejidos, lo que dado su papel de represion de la floracion
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son resultados esperables para este gen, aunque no suponen una confirmacion

clara de que realmente realicen esta funcion en el olivo.

En el caso de SEPS3, hay un gen (Oleur061Scf2874g06003.1 ) que tiene
una alta expresion en flor y en fruto, siendo expresion minima en el resto de la
planta, mientras que el gen Oleur061Scf0589g00023.1 tiene una expresion
muy baja en flor y fruto y nula en el resto de la planta. Esto es frecuente en
plantas que han pasado por un episodio de poliploidia reciente, donde uno de
los homologos se expresa mas y el otro puede terminar dejando de expresarse,

dando lugar a un proceso de degeneracion del gen (Turgay Unver et al.,2017 ).

Con respecto a la expresion de los homélogos del gen FD en olivo, se
expresa en meristemo, flor y tallo. Este gen codifica un factor de transcripcion
que no solamente esta implicado en la induccién de la floracién por lo que este
perfil de expresion es compatible con su funcion como ortélogos del FD de
Arabidopsis.

La expresion de los homologos de SOC1 es muy similar en toda la
planta teniendo su valor mas alto en raiz y el mas bajo en fruto. Este perfil de
expresion genera dudas sobre que estos genes sean los que realmente

realizan la funcién de SOC1 en el olivo.
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6. CONCLUSIONES

1. En este trabajo hemos encontrado en el genoma del olivo genes
homologos de los que participan en la floracion en Arabidopsis,
concretamente los genes FD, LFY, AP1, CAL, TFL1, FT, FLC, AG, SEPS3,
PI, AP3y SOCL.

2. Los genes homoélogos encontrados en olivo de CAL, AP1, AP3, AG,
FLC, FT, SOC1, Pl y FD de Arabidopsis muestran una expresion en flor

acorde con su actividad en la floracion.

3. Los genes homologos de FT encontrados en olivo, muestran un perfil de
expresion en fruto, flor y hoja, siendo compatible con su funcién en el

proceso de floracion.

4. De los genes homologos de SEP3, solo uno de ellos muestra un perfil de

expresion en flor compatible con su funcion en la floracion.

5. Los genes homélogos FD encontrados en olivo, muestran expresion en
tallo, meristemo y flor, lo cual es compatible con su participacion en el

proceso de floracion.

6. Los genes CA y AP1 de Arabidopsis, tienen en comidn el mismo gen
homologo (Oleur061Scf2107g03003.1) en olivo.
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