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(...) independientemente de coémo se viaje,
de los atajos que se tomen,

del cumplimiento o no de las expectativas,
uno siempre acaba aprendiendo algo.

Satori en Paris — Jack Kerouac —
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Taula d'abreviatures

ABREVIATURES GENERALS

Abreviatures Descripcio

18S Subunitat ribosomal 18

28S Subunitat ribosomal 28

aa Aminoacids

ABA Acid absicic

ABC ATP-binding-cassette

ACP Proteina transportadora d'acils

Ade Adenina

AHC Alkyl hydroxycinnamates

al Arrel lateral

AP2/ERF APETALA2/Ethylene responsive factor
APT Teixit parenquimatic amilés (de I'anglés amilos parenchimatic tissue)
ATP Adenosine triphosphate

BAP Citoquinines

BLASTN Protein (database)-nucleotide (query) BLAST
BLASTP Protein(database)-protein (query) BLAST
BLASTX Nucleotide (database)-nucleotide (query) BLAST
bp Parell de bases

BSTFA N-O-bis-(trimethylisilvyl)-trifluoroacetamide
BTH Benzothiadiazole

C Parénquima cortical

CASPL Casparian Strip Membrane Domain Proteins-like
cDNA DNA complementari

CFP Cyan fluorescent protein

Cm Centimetre

CoA Coenzim A

CPV Comparitment prevacuolar

Ct Threshold cycle

CYPs Cytochrome P450 enzymes

DCAs o,w-dicarboxylic acids

DE Diferencialment expressats

DEPC Pirocarbonat de dietil

DNA Acid desoxiribonucleic

DREB Dehydratation-responsive element binding
dscDNA DNA complementari de doble cadena
DsRED Red fluorescent protein

dsRNA RNA de doble cadena

E Efficency (referred to primers)

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

en Endodermis

EST Expressed Sequence Tag



Abreviatures Descripci6

ex exodermis

FAD Desaturasa d'acids grassos

FAE complex elongaci6 d'acids grassos
FARs Fatty acyl reductases

FAS Fatty Acid Synthetase complex
FDR False Discovery Rate

FHT fatty w-hydroxyacid/fatty alcohol hydroxycinnamoyl transferase
FID detector de ionitzaci6 de flama
FPKM Fragments Per Kilobase Million
fwd Forward (referred to primers)

GA Gibberellines

GC Cromatograf de gasos

GFP Green fluorescent protein

GO Gene Ontology

GPATs Glycerol-3-phosphate acyltransferases
GPI Glicosilfosfatidilinositol

GUS B-glucuronidase gene

h Hores

His Histidina

I1AA Indole-3-acetic acid

KH K homology (protein domain)

| Litres

LAC Laccase

LACS Acil-CoA sintetasa de cadena llarga
LCFA Acid gras de cadena llarga (de I'anglés long fatty acid)
LD-PCR Long distance PCR

Leu Leucina

LHD Domini helicasa

LTP Lipid transfer protein

M Molar

MAMPS microbe-associated molecular patterns
MCS membrane contact sites

medi MS Murashige & Skoog

medi SD Synthetic defined

MelA Methyl jasmonate

mg Miligrams

min Minuts

miRNA MicroRNA

ml Mililitres

mm Milimetre

mM Milimolar

MMLV Moloney Murine Leukemia Virus
mMmRNA Acid ribonucleic missatger

MS Espectofotometre de masses

N

Nidmero de répliques

1



Abreviatures Descripci6

NADPH Nicotinamida adenina dinucledtid fosfat
NBD Nucleotide binding domain

NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanogram

NGS Next-Generation Sequencing

NJ Neighbor-Joining

nm Nanometre

nM Nanomolar

NMD Non-sense mediated mRNA decay

n° Nidmero

nsLTP Non-especific lipid transfer proteins

nt Nucleotids

NTC Non templete control

N-terminal Amine-terminal end

O/N Over nigth

°C Graus Celsius

oD Densitat optica

OH Alcohols

ORF Open Reading Frame

P Signficance value

PAL Fenilalanina amonia-liasa

pb Parell de bases

PCR Polymerase chain reaction

PD Periderma

PDR Pleiotropic drug resistance

PG Fellogen (de l'anglés phellogen)

PGSC Potato Genome Sequencing Consortium
PIN PIN-FORMED proteins

PI Floema (de I'anglés phloem)

PM Fellema (de I'anglés phellem)
Pre-mRNA Precursor mRNA

PR-proteins Pathogenesis-related proteins

Prx Peroxidases

PW Paret primaria (de I'anglés primary wall)
RE Reticle endoplasmatic

rev Reverse (referred to primers)

RFP Red fluorescent protein

Ri Inducttor de hairy roots / arrels peludes
RNA Acid ribonucleic

RNAi RNA d'interferéncia

RNA-seq RNA sequencing

rom Revolucions per minut

RR Red root

rRNA

Ribosomal RNA

1ii



Abreviatures Descripci6

RT Retrotranscriptasa

RTA Relative transcript abundance

RT-gPCR PCR quantitativa transcriptasa reversa

S Segons

SA Salicylic acid

SAR Resisténcia adquirida sistémica

SSH Suppression subtractive hybridization

SW Paret secundaria (de I'anglés secondary wall)
t' Temps

TAIR The Arabidopsis Information Resource

T-DNA DNA transferéncia

TEM Microscopi electronic de transmissio

Ti Tumor inductor

TMD Dominis transmembrana

T™S Trimetilsilil

TRIS-HCI Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride
Trp Triptofan

T™W Paret terciaria (de I'anglés tertiary wall)

UA Unitat d'arsorvancia

uv Ultraviolada

VLCFA Acid gras de cadena molt llarga (de I'anglés very long fatty acid)
WBC White-brown complex

Wd Xilema secundari o fusta (de I'anglés Wood)
x| Xilema

ug Microgram

ul Microlitre

um Micrometre

uM Micromolar

w-OHs w-hidroxiacids

v



ABREVIATURES DELS GENS

Gens alies Descripcio

4CL1 4-coumarate:CoA ligase 1

4CL5 4-coumarate:CoA ligase 5

AALP Aleurain-Like Protease

ABCG1 ATP-BINDING CASSETTE G1

ABCG10 ATP-BINDING CASSETTE G10
ABCG11/WBC11/DSO ATP-BINDING CASSETTE G11
ABCG12/WBC12/cer5 ATP-BINDING CASSETTE G12

ABCG16 ATP-BINDING CASSETTE G16

ABCG2 ATP-BINDING CASSETTE G2

ABCG20 ATP-BINDING CASSETTE G20

ABCG23 ATP-BINDING CASSETTE G23
ABCG26/WBC27 ATP-BINDING CASSETTE G26

ABCG6 ATP-BINDING CASSETTE G6

ACCoA1 Acetyl-CoA Carboxylase

ADC2 ARGININE DECARBOXYLASE 2

ADE2 ADEnine requiring

AGO1 ARGONAUTE 1

ANAC102 Arabidopsis NAC domain containing protein 102
ANN1 Annexin

AP1 APETALA1

AP2/ERF59 OCTADECANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF 59
APA1 ASPARTIC PROTEINASE A1

APRT Adenine phosphoribosyl transferase

APUM5 PUMILIO 5

APX2 Ascorbate peroxidase

AS1 ASYMMETRIC LEAVES 1

AS2 ASYMMETRIC LEAVES 2

ASFT/RWP1/FHT ALIPHATIC SUBERIN FERULOYL-TRANSFERASE
ASL1 ASYMMETRIC LEAVES 2-like 1

ATERF1 ARABIDOPSIS THALIANA RF DOMAIN PROTEIN 10
ATERF4 ARABIDOPSIS THALIANA RF DOMAIN PROTEIN 4
ATFH8 FOMIN 2

ATGGH3 GAMMA-GLUTAMYL HYDROLASE 3

ATGSTU25 GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU 25

ATL2 TOXICOS EN LEVADURA 2

ATMKK9 MAP KINASE KINASE 9

ATMPK3 MAP KINASE KINASE 3

ATOSM34 OSMOTIN 34

ATRH3 DEAD box RNA helicase

AUR1 AUreobasidin A Resistance

BAN Barely Any Meristem

Bas B-Amyrin Synthase

BI-1 BAX inhibidor 1



Gens alies Descripci6

BRL3 BRI1-like 3

C4H Cinnamate-4-hydroxylase

CAD9 CINNAMYL ALCOHOL DEHYDROGENASE 9

CAF1-9 CCR4-associated factor

CASPL1C-1 CASP-LIKE PROTEIN 1C1

CCoAOMT1 Caffeoyl coenzyme A O-methyltransferase 1 (CCOAOMT1)

CCR2 Cinnamoyl CoA reductase

CER2 ECERIFERUM 2

CER3 ECERIFERUM 3

CER7 ECERIFERUM 7

CesA3 CONSTITUTIVE EXPRESSION OF VSP 1

CHIC CLASS V CHITINASE

CKX4 Cytokinin oxidase 4

CML23 Calmodulin-like 23

CML38 Calmodulin-like 38

CsID3 Cellulose synthase-like D3 (CSLD3)

CSY3 CITRATE SYNTHASE 3,

CYP712A1 CYTOCHROME P450, FAMILY 712, SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 1
CYP86A1 Cytochrome P450, family 86, subfamily A, polypeptide 1 (CYP86A1)
CYP86A33 Cytochrome P450, family 86, subfamily A, polypeptide 33 (CYPS86A33)
CYP86B1 Cytochrome P450, family 86, subfamily B, polypeptide 1 (CYPS86B1)
DCL1 Dicer Like 1

DIR1 Defective In Induced Resistance

DWF1 DWARF 1 (DWF1)

ECR Ecdysone receptor

EDA4 Embryo sac development defective

ERF104 Ethylene responsive element binding factor 104

ERF11 Ethylene responsive element binding factor 11

ERF38 Erf domain protein 38 (ERF38)

ETR2 Ethylene response 2 (ETR2)

EXPA1 Expansin A1

EXPA11 Expansin A11

EXPAG Expansin A6

EXPA8 Expansin A8 (EXPAS8)

EXPB2 Expansin B2

F5A Ferulate-5-hydrolase

FACT Fatty Alcohol:Caffeoyl Transferase

FAR1 Fatty acyl-CoA reductase 1

FAR3 Fatty acyl-CoA reductase 3

FAR4 Fatty acyl-CoA reductase 4

FARS Fatty acyl-CoA reductase 5

FATB Fatty acyl-ACP thioesterases B (FATB)

FHT Fatty w-hydroxyacid/fatty alcohol hydroxycinnamoyl transferase
FIB2 Fibrillarin 2

vi



Gens alies Descripci6

FLC FLOWERING LOCUS C (FLC)

Gald Galactose-responsive transcription factor 4
GASA5 GAST1 protein homolog 5

GID1B GA INSENSITIVE DWARF1B

GLX2-3 ETHYLMALONIC ENCEPHALOPATHY PROTEIN1
GPAT5 Glycerol-3-phosphate acyltransferase 5 (GPAT5)
GPAT6 Glycerol-3-phosphate acyltransferase 6

HB-8 HOMEOBOX GENE 8

HCBT N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase

HCD B-hydroxyacyl-CoA dehydratese

HDG1 HOMEODOMAIN GLABROUS 1

HHP1 HEPTAHELICAL TRANSMEMBRANE PROTEIN1
HIRA HOMOLOG OF HISTONE CHAPERONE HIRA
HIS3 Histidina 3

HMGR1 3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARYL COA REDUCTASE 1
HSP17.4 Heat Shock Protein 17.4

HSP18.2 Heat Shock Protein 18.2

KASI 3-KETOACYL-ACYL CARRIER PROTEIN SYNTHASE |
KASIII 3-KETOACYL-ACYL CARRIER PROTEIN SYNTHASE I
KASIII 3-KETOACYL-ACYL CARRIER PROTEIN SYNTHASE Il
KCR1 Ketoacil reductase 1

KCS 3-KETOACYL-COA SYNTHASE

KCS1 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 1

KCS10 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 10

KCS11 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 11

KCS2/DAISY 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 2

KCS20 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 20

KCS3 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 3

KCS4 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 4

KCS6 3-KETOACYL-COA SYNTHASE 6

KH3 HISTIDINE KINASE 3

LAC12 LACCASE 12

LAC13 LACCASE 13

LAC14 LACCASE 14

LAC15 LACCASE 15

LAC16 LACCASE 16

LAC5 LACCASE 5

LAC7 LACCASE 7

LACS1 LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 1

LACS12 LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 12
LACS15 LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 15

LACS2 LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2

LACS8 LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 8

LACSO LONG CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 9

vii



Gens alies Descripci6

LEA Late Embriogenesis Abundant

LTPG1 GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL-ANCHORED LIPID PROTEIN TRANSFER 1
LTPG2 GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL-ANCHORED LIPID PROTEIN TRANSFER 2
LTPG6 GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL-ANCHORED LIPID PROTEIN TRANSFER 6
MAPK Mitogen-activated protein kinases

MEL1 a-galactosidase 1 precursor

MLP328 MLP-LIKE PROTEIN 328

MLP329 MLP-LIKE PROTEIN 329

MYB102 MYB DOMAIN PROTEIN 102

MYB107 MYB DOMAIN PROTEIN 107

MYB41 MYB DOMAIN PROTEIN 41

MYB51 MYB DOMAIN PROTEIN 51

MYB52 MYB DOMAIN PROTEIN 52

MYB62 MYB DOMAIN PROTEIN 62

MYB69 MYB DOMAIN PROTEIN 69

MYB77 MYB DOMAIN PROTEIN 77

MYB9 MYB DOMAIN PROTEIN 9

MYB93 MYB DOMAIN PROTEIN 93

MYB96 MYB DOMAIN PROTEIN 96

NAC039 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 39
NACO058 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 58
NACO75 NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 75

P40 40S RIBOSOMAL PROTEIN SA

PAL PHENYLALANINE AMMONIA LYASE

PAS2 PASTICCINO 2

PDF2.1 LOW-MOLECULAR-WEIGHT CYSTEINE-RICH 70
PDH (Elax) PYRUVATE DEHYDROGENASE E1 ALPHA
PER11 Peroxidase superfamily protein

PER20 Peroxidase superfamily protein

PER23 Peroxidase superfamily protein

PGIP1 POLYGALACTURONASE INHIBITING PROTEIN 1
PGP2 ATP-BINDING CASSETTE B2

PIN3 PIN-FORMED 3

PIP2A Proteina intrinseca de membrana plasmatica 2A
PME44 Pectin methylesterase 44

PPH PHEOPHYTINASE

PR-1-LIKE PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN-1-LIKE
PRX2 Peroxidase superfamily protein

PSY2 SERINE CARBOXYPEPTIDASE-LIKE 32
RACK1B/StRACK1B Receptor for activated kinase C1

RAP2.6 RELATED TO AP2 6

RCN1/0sABCG5 ATP-BINDING CASSETTE G1 (Oriva sativa)
RD19 RESPONSIVE TO DEHYDRATION 19

RD21 RESPONSIVE TO DEHYDRATION 21

viii



Gens alies Descripci6

RD22 RESPONSIVE TO DESICCATION 22

RIK/StRIK RS2-INTERACTING KH PROTEIN

RPL10AC Ribosomal protein L1p/L10e family

RPL10B RIBOSOMAL PROTEIN LIKE 10B

RPL13A RIBSOMAL PROTEIN LIKE 13A

RPL19B RIBSOMAL PROTEIN LIKE 19B

RPL24A RIBOSOMAL PROTEIN LIKE 24A

RPL37C RIBOSOMAL PROTEIN LIKE 37C

RPL4 RIBOSOMAL PROTEIN L4

RPL4A RIBOSOMAL PROTEIN LIKE 4A

RPL4D RIBOSOMAL PROTEIN LIKE 4D

RPLOD RIBOSOMAL PROTEIN LIKE 9D

RPS17C Ribosomal S17 family protein

RPS19C Ribosomal S19 family protein

RPS4D Ribosomal S4 family protein

RPS7C Ribosomal S7 family protein

SAC51 SUPPRESSOR OF ACAULIS 51

SHN1 SHINE 1

SHN2 SHINE 2

SIB1 SIGMA FACTOR BINDING PROTEIN 1

SMT1 STEROL METHYLTRANSFERASE 1

Soc1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1

STC SALT TOLERANCE ZINC FINGER

StERF135 Solanum tuberosum ethylene-responsive factor 135
StERF156 Solanum tuberosum ethylene-responsive factor 156
StERF162 Solanum tuberosum ethylene-responsive factor 162
StERF51 Solanum tuberosum ethylene-responsive factor 51
StERF93 Solanum tuberosum ethylene-responsive factor 93
StLTPL3 Solanum tuberosum lipid transfer protein 1.3

ST™M SHOOT MERISTEMLESS

StNAC103 Solanum tuberosum NAC domain containing protein 103
SuUs1 SUCROSE SYNTHASE 1

Sus2 SUCROSE SYNTHASE 2

SuUs4 SUCROSE SYNTHASE 4

SUS6 SUCROSE SYNTHASE 6

SZF1 Salt-inducible zinc finger 1

TRP1 Phosphoribosylanthranilate isomerase

UGT72B1 UDP-GLUCOSE-DEPENDENT GLUCOSYLTRANSFERASE 72 B1
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RESUM

El periderma és una estructura molt complexa que protegeix els organs secundaris (madurs) de
la planta i els teixits cicatricials davant la deshidratacio, la radiacié solar i I’'atac dels patogens.
Aquesta funci6 barrera la dona el fel-lema, un teixit pluriestratificat format per cél'lules amb
parets cellulars suberificades situat a la part externa del periderma. La suberina és un polimer
basic per la proteccié gracies a la seva naturalesa lipidica. De forma excepcional ’alzina surera
té una gran capacitat per produir capes de fel-lema, teixit conegut com a suro. En els ultims
anys, estudis transcriptomics i proteomics, aixi com de genctica inversa, han contribuit al
coneixement de la formacio i regulaci6 del periderma i la sintesi i transport de la suberina. No
obstant, les bases moleculars que controlen aquests processos sén encara for¢a desconegudes,
tot i la importancia del fel'lema i la suberina per la supervivencia de les plantes terrestres.

Pel que fa a la regulacio, d’RS2-interacting KH (StRIK) dir que és una proteina d’unié a RNA
que s’ha relacionat amb la regulacié post-transcripcional i la regulacié epigenctica en resposta a
estres, processos molt desconeguts en el fel'lema. El sistema dels dos hibrids ha permes
identificar possibles proteines interactores d’StRIK, d’entre les quals destaca StRACK1B, una
proteina que regula els nivells de miRNAs i modula el desenvolupament vegetal a Arabidopsis.
StRACKI1B es mobilitza a nucli amb més freqiicncia en presencia d’StRIK, suggerint una
interacci6 en planta entre les dues proteines.

Per tal d’aprofundir en la regulacié i el transport de lipids del teixit, es proposen com a
candidats un E#hylene Response Factor (SHERF93), una proteina transportadora de lipids S#2.TPI.3
i varis membres de la familia de transportadors ABCG, els quals s’expressen de manera
especifica en teixits suberificats, entre altres caracteristiques.

Actualment, la genetica funcional de la suberina en patatera (Solanum tuberosum) requereix de
temps 1 molts esforcos. Com a sistema alternatiu, s’han obtingut arrels transformades via
Agrobacterium rhizogenes, les quals no presenten canvis significatius en el teixit en quant a
Iactivaci6 de la biosintesi dels monomers de suberina, ni en la composicié final del polimer. A
més, s’ha aconseguit obtenir arrels silenciades pels gens CYP86.433, SA.TP1.3, StERF93 i
StABCG20.

Per tal d’ampliar els coneixements sobre la formacié del fel'lema durant lestacié de
creixement, s’ha realitzat un analisi global del transcriptoma de Pescor¢a externa (suro) de
I'alzina surera (Quercus suber) durant el seu creixement, generant 404.970 contigs i evidenciant
que els transcriptomes de juny i juliol sén més homogenis que el d’abril. Pel que fa als gens
coneguts de la biosintesi, transport i regulacié de la suberina i ceres associades, tenen una
expressio elevada i presenten un pic d’expressié maxim durant el mes de juny, un

comportament que ens ha permes identificar nous gens candidats. L’agrupament dels gens
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diferencialment expressats mostra un grup amb pic maxim d’expressié a 'abril enriquit en
senyalitzacié, un amb pic al juny enriquit en processos d’oxidacié-reduccié i metabolisme
secundari, 1 un altre al juliol, enriquit en estres abiotic. Aquests resultats sén coherents amb

activitat que té lloc en el suro durant 'estacié de creixement.
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RESUMEN

La peridermis es una estructura muy compleja que protege a los o6rganos secundarios
(maduros) de la planta y los tejidos cicatriciales de la deshidratacién, la radiacién solar y el
ataque de los patdgenos. Esta funcién barrera la proporciona el felema, un tejido
pluriestratificado formado por células con paredes celulares suberificadas situado en la parte
externa de la peridermis. L.a suberina es un polimero basico para la protecciéon gracias a su
naturaleza lipidica. De forma excepcional el alcornoque tiene una gran capacidad para producir
capas de felema, tejido conocido como corcho. En los dltimos afios, estudios transcriptomicos
y protedmicos, asi como de genética inversa, han contribuido al conocimiento de la formacion
y regulacion de la peridermis y la sintesis y transporte de la suberina. Sin embargo, las bases
moleculares que controlan estos procesos son ain muy desconocidas, a pesar de la importancia
del felema y la suberina en la supervivencia de las plantas terrestres.

Referente a la regulacion, de RS2-interacting KH (StRIK) es una proteina de uniéon a RNA que
se ha relacionado con la regulacion post-transcripcional y la regulacion epigenética en respuesta
a estrés, procesos muy desconocidos en el felema. El sistema de los dos hibridos ha permitido
identificar posibles proteinas interactoras de StRIK. De entre las cuales destaca StRACKI1B,
una proteina que regula los niveles de miRNAs y modula el desarrollo vegetal en Arabidopsis.
StRACKI1B se moviliza a ntucleo con mas frecuencia en presencia de StRIK, sugiriendo una
interaccion en planta entre las dos proteinas.

Para profundizar en la regulacién y el transporte de lipidos del tejido, se proponen como
candidatos un Ethylene Response Factor (SHERF93), una proteina transportadora de lipidos
SHATPL3 y varios miembros de la familia de transportadores ABCG, los cuales se expresan de
manera especifica en tejidos suberificados, entre otras caracteristicas.

Actualmente, la genética funcional de la suberina en patatera (Solanum tuberosum) requiere de
tiempo y muchos esfuerzos. Como sistema alternativo, se han obtenido raices transformadas
via Agrobacterium rhigogenes, las cuales no presentan cambios significativos en el tejido en
relacién con la activacion de la biosintesis de los monémeros de suberina, ni en la composicion
final del polimero. Ademas, se han conseguido raices silenciadas para los genes CYP86.133,
SH.TP1.3, StERF93 y StABCG20.

Para ampliar el conocimiento sobre la formacion del felema durante la estacion de crecimiento,
se ha realizado un andlisis global del transcriptoma de la corteza externa (corcho) del
alcornoque (Quercus suber) durante su crecimiento, generando 404.970 contigs y evidenciando
que los transcriptomas de junio y julio son mas homogéneos que los de abril. En relacion con
los genes conocidos de la biosintesis, transporte y regulacién de la suberina y ceras asociadas,

tienen una expresion elevada y presentan un pico de expresion maximo durante el mes de
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junio, un comportamiento que nos ha permitido identificar nuevos genes candidatos. La
agrupacion de los genes diferencialmente expresados muestra un grupo con pico maximo de
expresion en abril enriquecido en la sefializacién, otro con pico en junio enriquecido en
procesos de oxidacién-reduccién y metabolismo secundario, y otro en julio, enriquecido en
estrés abibtico. Estos resultados son coherentes con la actividad que tiene lugar en el corcho

durante la estacién de crecimiento.
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SUMMARY

The periderm is a very complex structure that protects plants’ secondary (mature) organs and
wounded tissues against dehydration, solar radiation and pathogen attack. This barrier function
is given by the phellem, a multilayered tissue formed by cells with suberized cell walls located
on the outer part of the periderm. Suberin is a basic polymer for protection thanks to its lipid
nature. Exceptionally, the cork oak has a great capacity to produce layers of phellem, known as
cork. Recently, transcriptomic and proteomic studies, as well as reverse genetic approaches,
have contributed to the knowledge of the formation and regulation of the periderm and the
synthesis and transport of the suberin components. However, the molecular bases that control
these processes are still quite unknown, despite the importance of phellem and suberin for the
survival of terrestrial plants.

In terms of regulation, RS2-interacting KH (StRIK) is a RNA-binding protein related in post-
transcriptional regulation and epigenetic regulation in response to stress; processes atre
unknown in the phellem. The yeast two-hybrid system has allowed identifier putative protein
interactors of StRIK, of which StRACKI1B, a protein that regulates the levels of miRNAs and
modulates plant development in Arabidopsis. StRACKI1B is mobilized to nucleus more
frequently in the presence of StRIK, suggesting a plant interaction between the two proteins.
To contribute to a better understanding in the regulation and transport of lipids of the
periderm, an Ethylene Response Factor (StERF93), a Lipid Transfer Protein (StLTPI.3) and
several members of ABCG family of transporters are proposed as candidates, which are
specifically expressed in suberized fabrics, among other characteristics.

Currently, the functional genetics of suberin in potato (Solanum tuberosum) tuber is time-
consuming and laborious. As an alternative system, transformed potato roots have been
obtained using Agrobacterinm rhizogenes. These do not present significant changes in the tissue
activation of suberin biosynthesis or in the final composition of the suberin polymer. In
addition, silenced roots for the genes CYP86.433, SATP1.3, StERF93 and S£ABCG20 have
been obtained.

To extend the knowledge about the formation of the phellem during the growing season, we
carried out a global transcriptome analysis of the outer bark (cork) of cork oak (Quercus suber)
during its growth, generating 404,970 contigs and showing that the transcriptomes of June and
July are more homogeneous than that of April. In relation to the genes involved in the
biosynthesis, transport and regulation of suberin and associated waxes, they have a high
transcript accumulation and present a peak of maximum expression in June, a trend that

allowed us to identify new candidate genes.
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The cluster of differentially expressed genes shows a group with maximum expression peak in
April enriched in signalling, another with peak in June enriched in oxidation-reduction
processes and secondary metabolism, and another in July, enriched in abiotic stress.

Altogether, these results are consistent with the activity that occurs in cork during the growing

s¢ason.
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1.1-El periderma: teixit protector en plantes

Les primeres plantes terrestres van aparcixer fa aproximadament 450 milions d’anys. La seva
adaptacié al medi terrestre va obligar-les a desenvolupar diferents estructures que els hi
permetessin sobreviure i conquerir aquest medi. Algunes d’aquestes innovacions van ser: (i)
el desenvolupament de teixits de sosteniment que els hi permetés créixer en contra de la
gravetat (escleréenquima i colénquima), (i) el desenvolupament d’un sistema oOptim
d’ancoratge 1 d’absorcié per a captar l'aigua i els nutrients del sol (arrels), i (iii) el
desenvolupament d’un sistema eficient de transport d’aquests fluids (xilema 1 floema). A més,
va ser necessari que les plantes desenvolupessin una barrera de proteccié contra la perdua
d’aigua a la vegada que permetés I'intercanvi de CO,1 O, per la fotosintesis i la respiracié
(Lendzian, 20006). La barrera que fa aquesta funcié en els organs primaris aeris de les plantes
vasculars (fulles, tiges primaries, flors, peciols i1 alguns fruits) és la cuticula, una capa de
recobriment acel'lular continua secretada per lepidermis, la qual conté cutina i ceres
associades. El complex epidermis-cuticula protegeix a la planta enfront la deshidratacié pero
també de lentrada de patogens. En les arrels amb creixement primari, normalment
I'endodermis (i a vegades I’exodermis) son les capes protectores que controlen la pérdua
d’aigua i l'entrada de patogens entre d’altres funcions (Geldner, 2013). No obstant, el
complex epidermis-cuticula i 'endodermis/exodermis no tenen capacitat de regeneracié
quan pateixen danys, ja sigui ferides o durant el creixement secundari en gruix derivat de
Pactivacié del cambium vascular. Es per axio, que per mantenir la proteccié dels organs les
barreres protectores primaries seran substituides pel periderma, una estructura complexa que
protegeix als teixits interns de la perdua d’aigua, contribueix al segellat de les ferides i evita

I'entrada dels patogens (Lendzian, 2000).

1.1.1-Formacio6 i desenvolupament del periderma

El periderma es pot trobar en tiges llenyoses, arrels i tubercles, i es forma a partir d’'un
meristema lateral anomenat fel-logen. El periderma esta format per tres tipus de teixits
diferents: el fel-logen o cambium suberds, que és la capa meristematica; el fel'lema o suro
que és el responsable de la funcié barrera del teixit i que es diferencia de les cel-lules
derivades del fel-logen externes; 1 el fel-loderma de tipus parenquimatic i que es forma de les
derivades del fel-logen internes (Figura 1). El periderma conté lenticel-les que sén arees
aerenquimatoses intercalades en el fel'lema que permeten lintercanvi gasés entre la part
interna de la planta i 'atmosfera. Aixi, el complex periderma-lenticel-les durant el creixement

secundari substituiria la funcié cuticula-epidermis-estoma durant el creixement primati.
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periderma: fellema (PM), fellogen (PG) i felloderma (PD),
, i el parenquima cortical (C). Escala = 50 um. Extreta de
Serra et al., (2009b).

Si bé la formacié del periderma és un procés biologic comu en les arrels i tiges de les plantes
llenyoses i tubercles, també es dona en les parts més velles d’algunes plantes herbacies i en
algunes monocotiledonies. A més, també es pot generar en superficies exposades a zones
d’abscisié de les plantes, i en el desenvolupament de capes protectores de teixits necrosats o
ferits en resposta a una ferida o a I'atac d’un patogen formant un periderma cicatricial. En la
superficie dels fruits també es troba un tipus de periderma el qual desenvolupa 'anomenat
tenotip russeting que resulta del reemplagament de la substitucié de les capes exteriors de la
fruita de manera parcial o total per sobre de la superficie (Evert RF, 2000).

El fel-logen és un meristema secundari format per la desdiferenciaci6 cel-lular de cel-lules
parenquimatiques més externes al cambium vascular que posteriorment experimentaran
divisions periclinals (Fahn, 1967). En tiges, el primer fel'logen es desdiferencia en la
subepidermis mentre que els fel'logens posteriors es poden formar per desdiferenciacié de
cel'lules del floema secundari. En arrels, el fellogen es produeix generalment en el pericicle.
A nivell morfologic es creu que la primera divisié és de tipus periclinal amb dues cellules
resultants: la cel-lula interna es diferenciara en fel'loderma (que normalment esta composada
per una unica capa de cel'lules) i la cellula externa experimentara una segona divisié
periclinal resultant novament en dues cel'lules més. La nova cel'lula més externa es
diferenciara en fel'lema (suro) i la cel'lula interna constituira el fel'logen inicial que
continuara dividint-se periclinalment, tot i que ocasionalment, pot formar divisions anticlinals
per tal de poder mantenir la continuitat de la capa en un organ que creix radialment (Fahn,
1967). La majoria de c¢llules derivades del fel-logen formaran part del fel'lema 1 unes
poques contribuiran a la capa/es de fel-loderma, el que es coneix com a un creixement
asimetric del fel'logen. El nombre de capes de cél-lules del fel-lema i fel-loderma és variable i

depen de cada especie.
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En plantes llenyoses on el creixement radial és massiu i perdura durant molts anys, el primer
periderma es desenvolupa normalment durant el primer any del creixement de la tija o P'arrel
després de que lactivacié del cambium vascular hagi donat lloc a nou xilema i floema
secundari. En properes anualitats, el fet que l'activitat del fel'logen format no pugui
compassar la gran activitat del cambium vascular, comportara que el periderma es trenqui i la
seva funcié sigui reemplagada per un nou periderma format més profund. Aquest procés
s’anira repetint al llarg de les anualitats fet que produira que els nous fel-logens més profunds
es puguin formar fins i tot per desdiferenciaci6 del floema secundari. Els teixits que queden
externs al nou periderma queden exempts d’aigua i nutrients i formen juntament amb el nou
periderma I’escorga externa o ritidoma. Hi ha determinades especies com Betwla, Fagus, Abies
o Quercus suber que el ritme de formacié del periderma pot compassar Pactivitat del cambium
vascular pel que el periderma pot ser retingut de per vida o durant molts anys i com a
consequencia, el fel'lema pot adquirir grans gruixos com ¢és el cas del suro a l'alzina surera.
En aquests tipus de peridermes permanents es poden arribar a observar anells de creixement
anuals en el fel'lema o suro degut als diferents tipus de cel'lules produides al llarg de les
diferents estacions.

Les monocotiledonies rarament produeixen un periderma tal i com el coneixem en les
angiospermes. No obstant, en algunes monocotiledonies llenyoses, incloent les palmeres, es
produeix un tipus especial de teixit protector que es forma per la divisié de cel'lules de
parénquima cortical. Aquestes cel-lules de parénquima que es van dividint i es dipositen en
capes més profundes pateixen suberitzacié. D’aquesta manera el suro es desenvolupa sense
necessitat d’una capa inicial o fel'logen ben format i s’anomena suro estratificat. A mesura
que la formacié del suro va progressant cap a linterior, altres ce¢llules poden quedar
incrustades entre les cel'lules del suro, formant un teixit analeg al ritidoma de les
angiospermes llenyoses (Evert RF, 2000).

El periderma cicatricial es desenvolupa en aquells llocs on el teixit vegetal viu esta exposat a
'aire com a consequencia d’una ferida (Figura 2). La formacié del periderma cicatricial és
precedit per una capa impermeable de cel'lules anomenada capa de tancament que es forma
immediatament per sota les cel'lules necrosades de la ferida. Per sota d’aquesta capa, el
fel'logen es forma i constitueix el periderma cicatricial, produint suro o fel-loderma de

manera habitual (Evert RF, 20006).
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Figura 2. Capes cicatritzants en un tubercle de patatera ferit. (A) Als 5 dies s’observa la formaci6 de la
capa de tancament (B) i als 56 dies s’aprecia més internament la disposicié en columnes de cellules
del feldlema. Imatges de seccions sota llum ultraviolada (UV) en les que s’observa I'autofluorescéncia

de la suberina/lignina a les parets cellulars. Escala = 5 uym. Extret de Neubauer et al., (2012).

El fel'lema o suro, el qual forma la capa externa del periderma, és un teixit multicapa que
produeix c¢l-lules amb parets que contenen suberina. Ia suberina és un poliester insoluble
que en el fel'lema va acompanyada de quantitats considerables de lipids solubles, anomenats
ceres associades a la suberina les quals contribueixen també a reduir la perdua d’aigua a través
de les parets cel'lulars (Soliday et al., 1979; Vogt et al., 1983). Generalment, les cel-lules del
fel'lema es disposen de manera compacta, pel que el teixit no té espais intercel-lulars (Evert
RF, 20006). Les cel-lules immadures del fel'lema sén parenquimatoses i tenen la paret cel-lular
fina, pero durant la maduracid, es diposita una capa gruixuda de suberina en les parets
produint la mort de les cel'lules. El protoplasma cel-lular es perd 1 el lumen s’'omple, a

vegades d’aire o a vegades de substancies com resina o tanins (Fahn, 1969).

1.2-La suberina i ceres associades

1.2.1-La composicié quimica de la suberina i les ceres associades

La suberina és, igual que la cutina, un poliester derivat d’acids grassos de tipus insoluble. La
suberina en el fel-lema esta acompanyada de ceres, les quals sén acids grassos de cadena molt
llarga, solubles en solvents organics i que, per tant, es poden extreure facilment amb
solucions organiques tipus cloroform o metanol (Bernards, 2002; Franke et al., 2005; Pollard
et al., 2008).

A través de la despolimeritzacié de la suberina i posterior analisi quimic mitjangant
cromatografia de gasos s’han identificat 1 quantificat aproximadament al voltant d’un 70-80%
dels monomers que formen aquest poliester. La suberina correspon a un poli¢ster lipidic
format per acids grassos de cadenes llargues (>11 carbonis) 1 molt llargues (>20 carbonis)

(LCFA, VLCFAs) i un conjunt de monomers derivats d’aquests (com ara els w-hidroxiacids,
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a,w-diacids, polihidroxiacids, aixi com altres compostos derivats d’alcohols), glicerol i petites
quantitats d’acids hidroxicinamics, generalment acid ferulic (Graga & Santos, 2007; Pollard et
al., 2008). La composicié de la suberina pot variar lleugerament entre els diferents organs 1
especies. Un exemple n’és la suberina del fel-lema del tubercle de patatera que és comparable
a la de les arrels de patata, present en 'endodermis principalment, encara que la de les arrels
conté cadenes d’acids grassos i derivats més curtes i una major abundancia relativa d’o,w-
diacids (Company-Arumfi et al., 2016).

Les ceres associades a la suberina estan compostes de molts acids grassos lliures, alcohols
primaris, alcans i ésters d’acid ferulic amb alcohols primaris (Lai et al., 2007). La composicié
quimica de les ceres és variable depenent de I'organ i I'especie i també poden incloure
triterpenoids i metabolits secundaris, aixi com esterols i flavonoids, com ¢és el cas del suro
(Castola et al., 2005). Les ceres s’associen amb la suberina mitjancant enllagos hidrofobics no
covalents, per aixo s’extreuen amb dissolvents organics, i tenen un paper molt important en
la funcié protectora del fel-lema ja que la seva extraccid s’associa amb un gran increment en
la permeabilitat hidrica (Schreiber et al., 2005). Tot i tenir una funcié6 important en la
proteccié del periderma, en el tubercle de patatera només representen aproximadament un

5% dels lipids totals.

1.2.2-El polimer tipus lignina que acompanya la suberina depositada en el fellema

La suberina del fel-lema esta acompanyada d’un polimer tipus lignina format principalment
d’acids hidroxicinamics com I’acid ferulic, els seus derivats com la feruloiltiramina i
monolignols (Bernards, 2002; Kolattukudy, 1980). Els monomers aromatics s’uneixen entre
ells a través de I'acoblament de radicals lliures, i els enllagos principals son C — C i de tipus
eter (C-O-C).

L’organitzaci6 i el tipus d’enllag entre la suberina i el polimer tipus lighina no es coneix amb
exactitud pero treballs recents apunten que els esters de derivats d’acids grassos amb I’acid

feralic podrien contribuir-hi (Graga et al., 2015; Serra et al., 2010; Serra et al., 2014).

1.2.3-Organitzacié macromolecular de la suberina en la paret cel-lular

La suberina es diposita internament en la paret primaria formant una capa lipidica continua
amb aparenca lamel-lar o estratificada sota el Microscopi Electronic de Transmissié (TEM)
(Figura 3A) perque s’alternen capes electro-denses amb capes electro-translicides orientades
en paral-lel a la paret cel-lular primaria (Thomson et al., 1995). S’ha proposat que les bandes
fosques corresponen a l'acid ferdlic i les bandes clares als compostos alifatics del poliester

(Bernards, 2002; Graga & Santos, 2007). El model proposat per Bernards (2002) es mostra a
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la Figura 3B 1 en ell es presenta la distribuci6 del poliester de suberina (domini polialifatic) i el
polimer de tipus lignina (domini poliaromatic), aquest ultim formant part de la paret primaria

1 unit a ella a través d’enllacos amb els carbohidrats dels polisacarids.

Figura 3. L’estructura macromolecular de la suberina en la paret cellular segons I'observacié de la
suberina lamellar al TEM i la seva composicié quimica. (A) Organitzacioé de la suberina lamellar en la
paret cellular suberificada del fellema. Micrografia obtinguda amb el microscopi TEM de la paret
cellular entre dues céllules de fellema del tubercle de patatera. S’indiquen la paret primaria (PW) i la
paret terciaria (TW), ambdues de caracter polisacarid, aixi com la paret secundaria suberificada (SW)
formant la lamella tipica de suberina. Extret de Serra et al., 2009b. (B) Model d’organitzaci6 de la
suberina en una estructura macromolecular. El polimer de tipus lignina es mostra restringit a la paret
cellular primaria i esta unit covalentment a unitats de carbohidrats. La suberina esta representada per
un poliéster basat en unitats de glicerol. Les zones predominantment alifatiques de la suberina
correspondrien a les bandes transllcides, mentre que les zones riques en compostos fenolics de la
suberina donaria les bandes opaques (C: hidrats de carboni; P: compostos fenodlics; S: suberina).

Model proposat per Bernards (2002).

1.2.4-Biosintesi de suberina, ceres associades a la suberina i del polimer tipus
lignina

La biosintesi dels monomers (Figura 4) de la suberina, igual que la cutina i els compostos
cerics cuticulars, es dona a I'interior cel-lular i ha estat objecte d’estudi durant els ultims anys,
aportant molts dels gens/enzims que hi participen (Beisson et al., 2012). La biosintesi de la
suberina comparteix gens/enzims que sén també importants per la biosintesi de la cutina, un
poliester d’acids grassos i derivats també basat en unitats de glicerol que es troba secretada en
la cuticula dels organs aeris (Li et al., 2007). Aixi doncs I'activacid, 'oxidacio 1 l'esterificacié
de Pacil (derivat de I'acid gras) amb el glicerol sén etapes catalitzades per enzims comuns en

la biosintesi de la cutina i la suberina, mentre que lelongacié i la reduccié de Tacil i
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Pesterificacié amb I'acid ferdlic requereixen enzims especifics per a la suberina i la cutina, el
que contribueix a la seva composicié diferencial (Beisson et al., 2012). D’igual manera, les
ceres associades a la suberina també podrien tenir vies comunes amb els gens/enzims de les
ceres cuticulars, i a la vegada s’ha descrit que comparteixen precursors amb la suberina (Li et

al., 2007; Serra et al., 2009b).

Figura 4. Esquema resum de la localitzacié subcellular i les etapes principals de la biosintesi dels
monomers de suberina/ceres associades i la similitud amb la de la cutina/ceres epicuticulars. L’ordre
de les reaccions no implica que la biosintesi es doni en aquesta seqiiéncia. Les unitats de
polimeritzaci6 (monomers o oligomers) haurien de ser transportades a través de la membrana
plasmatica per arribar a la paret cellular on acabarien de formar el poliéster. Modificat de Beisson et
al., (2012).

Les ceres i els monomers alifatics de la suberina estan formats basicament per acids grassos i
derivats. La sintesi d’acids grassos de cadena llarga C16 1 C18 (també C18:1) té lloc al plastidi
1 aquests serveixen com a precursors per a la resta de monomers. Un cop exportats del
plastidi, aquests poden ser elongats i modificats en el reticle endoplasmatic (RE). S’ha de
tenir en compte pero, que els precursors de cadena llarga seran utilitzats per a sintetitzar
també les ceres associades a la suberina, els glicerolipids i els triacilglicerols de la membrana.

L’elongacié d’acids grassos és necessaria per a produir VLCFA i compostos derivats, els
quals es troben tant a la suberina com a les ceres associades. El complex d’elongacié d’acids

grassos (FAE) catalitza la incorporacié de carbonis en els acids grassos en elongacid, no
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obstant abans es requereixen tres passos (Schnurr et al.,, 2004): lalliberacié de la proteina
transportadora d’acils (ACP) mitjancant un tioesterasa acil-ACP (Bonaventure et al., 2003),
P'activaci6 del tioester CoA mitjancant un Acil-CoA sintetasa de cadena llarga (LACS) i la
transferéncia al RE. Un cop l'acid gras es troba al RE 1 esta unit al CoA, el complex FAE
afegeix seqliencialment dos carbonis a la cadena acil en creixement a través d’una serie de
quatre etapes catalitzades per quatre enzims diferents: condensacié del malonil-CoA amb
Iacil-CoA de cadena llarga, reduccié de B-hidroxiacil-CoA, deshidratacié a 'acil-CoA enoil-
clongat 1 una segona reducci6 de l'enoil-CoA (Samuels et al., 2008). La reaccié de
condensacié es duu a terme per una o varies 3-ketoacil-CoA sintases (KCS) les quals sén
especifiques de la longitud de la cadena de Tacid gras (Todd et al., 1999). Una vegada els
VLCFAs s’han produit, aquests es modificaran per obtenir els derivats d’acids grassos de
suberina i/o cetes associades a la suberina. Els alcohols sén produits mitjancant la via d’acil-
reduccid, mentre que els alcans es produeixen mitjangant la via de la descarboxilacié (Kunst
& Samuels, 2003). Els compostos ®-hidroxiacids i els corresponents a,m-diacids es
produeixen mitjancgant la via de la w-oxidaci6 1 sén components exclusius de la suberina, no
es troben a les ceres associades. La hidroxilaci6é dels acids grassos en la posicié ® (posicid
terminal) esta catalitzada per monooxigenases citocrom P450 dependents de Nicotinamida
adenina dinucleotid fosfat (NADPH) com els CYP8§6.47 i CYPS6B1 d’Arabidopsis (Hofer et
al., 2008; Compagnon et al, 2009: Molina et al, 2009) i el Cytochrome P450, Family 86, Subfanily
A, Pohpeptide 33 (CYP§6A33) en patata (Serra et al., 2009b). La formacié d’a,w-diacids a
partir de la @-hidroxilacié pot incloure dues reaccions catalitzades per deshidrogenases d’o-
hidroxiacids 1 ®-oxoacids (Kolattukudy, 2001; Kurdyukov et al., 2006) o una unica reaccio,
(Le Bouquin et al., 2001) encara que cap d’elles s’ha demostrat directament amb la biosintesis
de suberina. Les modificacions de mitja cadena en els monomers de suberina alifatica poden
ser produits per un citocrom P450 o mitjangant la via depenent de peroxigenasa (Kandel et
al., 2000; Kolattukudy, 2001), mentre que les insaturacions es poden formar mitjancant
desaturases d’acids grassos (FADs) (Graga & Pereira, 2000a; Schreiber et al., 2005). El
glicerol es creu que entra en la via biosintética de la suberina com a fosfoglicerol (Nawrath,
2002); I'acid ferulic s’incorporaria a la suberina a través de 'accié de 'FHT/ASFT, enzim que
permet la unié de l'acid ferdlic amb -hidroxiacids i alcohols primaris (Gou et al., 2009;
Kosma et al., 2012; Molina et al., 2009; Serra et al., 2010).

La biosintesi del polimer tipus lignina es basa en el metabolisme dels fenilpropanoids
comengant amb la desaminacié de la fenilalanina mitjancant 'enzim fenilalanina amonia-liasa

(PAL) (Kolattukudy, 1981). La via dels fenilpropanoides conté varies reaccions enzimatiques,
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incloent hidroxilacié, metilacié, lligacié i reduccié del coenzim A, aixi com la formacié
d’acids hidroxicinamics (acid ferulic, sinapic, cafeic i p-coumaric) i monolignols (alcohol p-
coumaril, coniferil i sinapil) (Boerjan et al, 2003; Boudet et al., 2003). Els acids
hidroxicinamics es poden activar per una 4-coumarat:coenzim A lligasa (4CL) i s’incorporen
al polimer mitjancant I’accié de hidroxicinamoil:coenzim A transferases (Bernards, 2002;
Bernards & Lewis, 1998), tal i com s’ha demostrat amb els enzims d’Arabidopsis, patata 1
pollancre AtHHT/ASFT, FHT, PtFHT (Gou et al., 2009; Molina et al., 2009; Setra et al.,
2010). Aquest polimer tipus lignina es diposita primer (Yang & Bernards, 2007) i es
polimeritza a Iinterior de la paret primaria, mentre que la suberina es polimeritza formant

una matriu entre la paret primaria i la membrana plasmatica.

1.2.5-Transport de monomers i oligdmers de suberina i de les ceres associades a la
suberina

Els monomers de la suberina o els oligomers parcialment formats necessiten ser transportats
del RE cap a la membrana plasmatica per a poder ser exportats i posteriorment polimeritzats
a Papoplast per formar la suberina. Tot i que el transport d’aquests compostos tot just es
comenga a entendre, la polimeritzacié de la suberina encara és molt desconeguda. El
transport entre el RE i la membrana plasmatica es déna mitjancant la via de secrecié.
Recentment s’ha vist que I'exportacié de les ceres cuticulars a 'apoplast pot donar-se a través
del trafic vesicular mediat per l'aparell de Golgi i trans-Golgi per alliberar el cargo als
transportadors ABC (ATP-binding cassette) localitzats a la membrana plasmatica (McFarlane et

al,, 2014).

11
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Figura 5. Possibles mecanismes i localitzacions subcellulars de I'assemblatge de la suberina i la
cutina (i les ceres associades). Els enzims de la sintesi de monomers es creu que estan localitzats al
reticle endoplasmatic (RE). Es mostren 4 mecanismes principals i rutes associades que van des del RE
a la cara externa de la membrana plasmatica (a-d). (a) Formacié de dominis del RE que s’ancoren a la
membrana plasmatica en els punts on s’hi troben transportadors ABC. (b) Sortida del RE i transport
per proteines citoplasmatiques transportadores fins la membrana plasmatica on sortiran també a
través de transportadors ABC. (c) (Formaci6 de gotetes oleofiliques per gemmacioé del RE i sortida a la
paret per exocitosi. (d) Mecanisme de secrecié de vesicules de Golgi, aquest permetria unions dels
polisacarids amb els poliésters intracellularment. Els mecanismes (a) i (b) s’utilitzarien pel transport
de monomers o oligdmers, mentre que els mecanismes (c) i (d) es podrien donar també pel transport
de polimers. Es proposen també dos possibles mecanismes pel pas de precursors lipidics de la
membrana plasmatica a través de I'apoplast fins al lloc d’assemblatge: (i) Moviment a través de
I'apoplast lliure (sense carrier) (i) Moviment mitjancant unié a una proteina transportadors (per
exemple les Lipid Transfer Proteins, LTP) o a un component de la paret cellular. PS identifica les
possibles poliéster sintases que catalitzarien la formacié d’enllacos ésters entre monomers o

oligomers del poliéster. CW = paret cellular. Extret de Pollard et al., (2008)
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Aquests autors han proposat un model en el que un cop a la membrana plasmatica, les ceres
son extrudides a través dels transportadors ABC cap a la paret on seran segrestades per les
non-especific lipid transfer proteins (nsL'TPs) extracel-lulars que permetran travessar la zona
hidrofilica de la paret cap a les zones hidrofobiques on s’hi dipositaran. Aquest model de
transport podria ser valid també per la suberina i les ceres associades, tenint en compte que
tots aquests components comparteixen similituds en la biosintesi dels seus compostos. Aixi,
la preseéncia de transportadors ABC i les LTP es mostra a la Figura 5. En aquesta figura
s’esquematitzen vies alternatives perque els compostos arribin fins als transportadors ABC
com els contactes del RE amb la membrana plasmatica o I'ds de proteines citoplasmatiques
transportadores. Altres mecanismes independents dels transportadors ABC serien les gotetes
oleofiliques exocitades o la secrecié de vesicules de Golgi els quals permetrien el transport

d’oligomers més grans o fragments de poliester (Pollard et al., 2008).

1.2.5.1-Els transportadors ABC
Les proteines ABC constitueixen una superfamilia molt amplia i diversa que es troba en
eucariotes i procariotes. La majoria de gens ABC codifiquen per a proteines de membrana
que participen directament en el transport de molécules molt variades a través de la
membrana i es poden catalogar com a importadors o exportadors (Verrier et al., 2008). Les
proteines ABC es defineixen per tenir un domini d’unié a nucleotid NBD (nucleotide binding
domain) el qual conté motius altament conservats, incloent les seqiiencies Walker A i B, la
signatura especifica dels ABC, el loop H i el loop Q (Figura 6). També conté dominis
transmembrana (TMD), cadascun composat per helix-a hidrofobiques. La unitat principal
que forma un transportador ABC funcional esta composat per 4 dominis: dos NBDs 1 dos
TMDs. Els dos NBDs cooperen en la unié i hidrolisi de 'ATP, proporcionant la forca
motora necessaria per al transport, mentre que els TMDs estan involucrats en la unid 1
reconeixement del substrat i en la seva translocaci6 a través de la bicapa lipidica, aportant
especificitat (Linton, 2007). Dins la familia de transportadors ABC en plantes, la subfamilia
més estesa és PABCG. En aquesta familia s’inclouen els transportadors WBC (white-brown
complex), inicialment caracteritzats per transportar pigments que donen color als ulls de
Drosophila melanogaster i els transportadors PDR (pleiotropic drug resistance), especifics de plantes i
fongs (Crouzet et al., 2000). Els transportadors ABCG permetrien el transport de monomers
o compostos cerics simples ja que la seva naturalesa estructural no permetria el transport de
compostos massa grans tals com oligomers préviament sintetitzats a linterior cel-lular. El
primer transportador ABCG que es va caracteritzar en plantes va = ser

I’ ABCG12/WBC12/cer5 d’Arabidopsis, localitzat a la membrana plasmatica, la distupcié del
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qual bloquejava el transport de determinats compostos cerics a la cuticula que s’acumulaven
dins les cel'lules epidermiques (Pighin et al., 2004). I4ABCG11/WBC11/DSO, també a la
membrana plasmatica, transporta monomers que s’incorporaran a la cutina, les ceres
cuticulars i la suberina de 'arrel d’Arabidopsis (Bird et al., 2007; Luo et al., 2007; Panikashvili
et al., 2007; Panikashvili et al., 2010). ’ABCG26/WBC27 s’ha desctit com a transportador
de precursors de I'esporopol-lenina, un biopolimer insoluble d’origen lipidic de naturalesa
similar a la cutina 1 la suberina implicat en el desenvolupament del pol-len (Chot et al., 2011,
Kuromori et al., 2011). A part de ’ABCGT7, recentment s’ha vist que el triple mutant abgg?
abeg6 abeg20 mostra alteracions en I'estructura, propietats i composicié de la suberina en arrels
1 llavors d’Arabidopsis (Yadav et al.,, 2014). Contrariament en patata, el silenciament Gnic
d’S2ABCGT, que correspondria al possible ortoleg d”.ABCG6 d’Arabidopsis, resulta en una
gran efectaci6 de la composicié quimica de la suberina i 'anatomia i fisiologia del periderma
(Landgraf et al, 2014). En arros s’ha descrit el transportador RCN7/O0sABCGS5 el qual
sembla involucrat en la suberitzacié de I’hipodermis de les arrels (Shiono et al., 2014). Els
transportadors ABCGs de tipus white-brown complex (WBC) séon els que s'anomenen mig-
transportadors ja que presenten un unic domini TMD 1 un unic domini NBD (Figura 06).

Es per aixo que per tal de ser funcionals, aquests transportadors han de dimeritzar amb un
altra mig-tranportador ABCG, ja sigui formant un homodimer o un heterodimer (Verrier et
al., 2008). Aixo comporta que les possibilitats de transport de diferents precursors de la
suberina o ceres associades o altres poliesters sigui exponencial, el que podria explicar el gran
nombre de monomers diferents que presenten aquests components de la paret cel-lular. Si bé
s’han descrit alguns ABCGs més propensos a dimeritzar amb molts ABCGs (per exemple
ABCGT11), d’altres ABCGs mostren més especificitat (per exemple ABCG12) (McFarlane et
al., 2010).

14
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Figura 6. Esquema general d’un transportador ABC composat pels 4 dominis imprescindibles perqué
sigui funcional (2 TMD d’ancoratge a membrana i 2 NBD d’unié a ATP). Es representen també els
dominis conservats que es troben en els NBDs. S’ha de tenir en compte que segons l'espécie, els
dominis poden variar lleugerament. TMD: domini transmembrana; NBD: domini d'unié a nucleotid.
Extret de Linton (2007).

1.2.5.2-Les proteines transportadores de lipids (nsLTP)
Les proteines transportadores de lipids no especifiques (nsLTPs) son proteines molt petites
amb un domini ben conservat de 8 cisteines que es defineixen per la seva capacitat de
transferir lipids 1 tenen un peptid senyal a I'extrem N-terminal relacionat amb la via de
secrecié (Edstam et al.,, 2011; Salminen et al., 2016), caracteristiques que les fan aptes pel
transport dels lipids (hidrofobics) dins P'espai hidrofilic intercel-lular (Kader, 1996). Alguns
estudis han demostrat el rol de dues LTPs ancorades a un glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(AtLTPG/LTPG1, AtLTPG2) i localitzades a la membrana plasmatica que podtien estar
involucrades en la deposicié dels lipids cuticulars (Lee et al., 2009; Kim et al., 2012) 1 LTPs
de tipus III, anomenades aix{ segons nomenclatura de Boutrot et al., (2008), relacionades
amb la formacié d’esporopol‘lenina i suberina (Edstam & Edqvist, 2014; Huang et al., 2013).
Recentment, s’ha demostrat que quan es sobreexpressa A TPL4, propia de teixits

suberificats, en cel'lules epidermiques produeix un augment d’acids grassos de cadena molt
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llarga a les ceres cuticulars (Deeken et al., 2017). Molt interessant és ’estudi recent que revela
que PAtLTP2/AtLTPL5 més que realitzar un paper de transport de lipids a través de la paret
cel'lular, podria realitzar un paper estructural mantenint la integritat de 'adhesié entre la
cuticula hidrofobica 1 la paret cel-lular hidrofila (Jacq et al., 2017).

Tot 1 els resultats obtinguts al llarg d’aquest ultims anys, el mecanisme de com actuen les
nsL'TPs esta encara en discussié. A la Figura 7 es mostra un dels models proposats on
s’explica que els transportadors ABC mourien els polimers lipidics a través de la membrana
plasmatica. En la part externa de la membrana plasmatica es trobarien les nsL.TPs les quals
transportarien els lipids de la membrana plasmatica cap als lloc de sintesi dels polimers.
Concretament els autors proposen que els ABCs entregarien els polimers a les nsLTPGs que
estan ancorades a la membrana plasmatica mitjangant un GPI i aquests transferirien la seva
carrega a les nsLTP les quals es podrien moure lliurement per I'espai extern de la membrana,

per tal de dipositar els polimers lipidics al seu lloc corresponent (Salminen et al., 2016).

Monomer lipidic
LTPG

LTP

Transportador ABC

Figura 7. Esquema model on es representa una hipotesi del possible mecanisme de transport lipidic
en les céllules de I'arrel. Es planteja que els ABCs puguin transportar els compostos lipidics a través
de la membrana plasmatica. Aquests passaran a |'espai extracellular on seran recollits per les LTPgs
que es troben ancorades a membrana a través d’un GPI. Aquestes transferiran els polimers a les LTPs
que es troben lliures i podran depositar aquests polimers al seu lloc corresponent (Salminen et al.,
2016).

Sembla doncs, que tant els ABCGs com les nsLTPs podrien estar involucrades en el
transport de compostos lipidics. Fs per aixo que en aquesta tesis s’ha caracteritzat i
seleccionat alguns membres de la familia ABCG tipus WBC i una nsL'TP per a ser molt bons
candidats a formar la suberina del periderma de tubercle de patatera (veure apartat 3.2.2 i

3.2.3).
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1.2.6-Regulacié del procés de suberificacio

La regulacié de la suberina inclou diversos factors de transcripcié (WRKY, NAC, MYB i
AP2/ERF). Aquests normalment s’expressen en teixits on té lloc la suberitzacié i co-
expressen amb gens relacionats amb la suberina. Recentment s’han descrit uns quants factors
de transcripcié de la familia MYB que tenen un rol en la deposicié de la suberina, el MYB-
related protein 41 (MYB41) que activa la deposicié ectopica de suberina en fulla d’Arabidopis
(Kosma et al., 2014); el MY B-related protein 93 (MAMYB93) que indueix I'expressié de gens
biosintetics de suberina 1 'acumulacié de suberina en pell de poma (Legay et al., 2016); el
MY B-related  protein 107 (MYB107) 1 MYB9 que també serien inductors de suberina
(Lashbrooke et al., 20106), confirmant-se per MYB107 la capacitat d’unir-se al promotor de
gens biosintetics (Gou et al., 2017). Un altre factor de transcripcié correpspon al NAC
domain containing protein 103 (StNAC103) de patata el qual s’ha caracteritzat per ser un
repressor de la suberina (Verdaguer et al., 2016). A més, altres estudis han revelat un clade
de la familia de factors de transcripci6 APETALA2/Ethylene responsive factor (AP2/ERF)
anomenat SHINE (Aharoni et al., 2004) que té com a possibles dianes gens biosintetics de
cutina i suberina (Shi et al., 2011). Recentment, s’ha descrit un altre membre de la familia
AP2/ERF (WRINKLED4) que regula positivament la biosintesis de les ceres cuticulars en
Arabidopsis 1 que interacciona directament amb el promotor de Long chain acyl-CoA synthetase
(LACST), Ketoacil  reductase  1(KCRT),  B-hydroxyacyl-CoA  debydratese (HCD), Pasticcino 2
(PAS2), Ecdysone receptor (ECR), 1 Will Die Slowly 1 (WSD1) (Park et al., 2016). La superfamilia
AP2 esta formada per 4 families diferents (ERF, AP2, RAV 1 solistes) amb els seus grups
corresponents (Nakano et al., 2006). Cadascuna d’aquestes families conté un domini d’unié a
DNA molt conservat. Dins de la familia, els diferents membres ERF presenten el domini
d’unié a DNA Dehydratation-responsive element binding (DREB) o ERF, en funcié de la posici6 1
identitat dels residus (Sakuma et al., 2002). Aquest fet proporciona varies afinitats i diferents
especificitats dels ERFs. Alguns membres de la subfamilia DREB s’han relacionat amb la
resposta a ABA, productes quimics 1 fred (Stockinger et al., 1997), mentre que alguns
membres de la subfamilia ERF s’han relacionat amb resposta a etile, patogens i1 ferida
(Ohme-Takagi & Shinshi, 1995). En aquesta tesis caracteritzem un membre de la familia
ERF de patata, per tal de poder determinar o explicar una mica més les funcions que poden

tenir aquests factors de transcripcié (veure apartat 3.2.1).
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1.3-Models de plantes per a I’estudi del periderma

Encara que moltes de les plantes superiors formen un periderma, molt del que es coneix
sobre el periderma 1 la biosintesi de la suberina ha estat estudiat en Ialzina surera (Quercus
suber) 1 en patatera (Solanum tuberosum). L’escorca de I'alzina surera i la pell del tubercle de la
patata sintetitzen capes pures de cel'lules de fel'lema que contenen grans quantitats de

suberina (Figura 8).

Figura 8. Anatomia dels dos models principals per I'estudi del periderma: escor¢a externa o suro de
I'alzina surera (Quercus suber) i periderma de tubercle de patatera (Solanum tuberosum). (A) Visié
macroscopica dels teixits externs del tronc de surera mostrant el fellema (suro) amb els anells anuals
de creixement circumferencials, el fellogen (marcat amb fletxes), el floema (PI, floema) i el xilema
secundari o fusta (Wd). (B) Visié microscopica sota llum UV del teixit extern de tubercle de patatera
mostrant el fellema (parets cellulars autofluorescents), fellogen (primera capa de céllules no

autofluorescents, fletxes) i el teixit parenquimatic amilos (Apt). Extret de Graca (2015).

1.3.1-L’alzina surera com a planta model per a I’estudi del fellema

L’alzina surera conté un fel-logen format per una capa continua permanent que encercla tiges
1 branques 1 produeix una capa externa de suro. En el primer any de creixement, el fel-logen
es forma just per sota de I'epidermis (Pereira & Graga, 2004) i no és fins al cap de vint anys
que es pela el primer suro del tronc, anomenat pelegti i sense valor comercial. L.a zona del
cortex on s’havia format el primer periderma queda exposada i com a resposta es forma un
nou fel'logen uns mil-limetres per sota. El suro produit pel nou fel'logen creix rapidament
fent que als nou anys es pugui tornar a pelar, ara si, obtenint valor comercial (Costa et al.,
2001). Aquest fer es pot anar repetint fins que I'arbre t¢ uns 150 anys d’edat.

L’alzina surera és un dels millors models d’estudi del suro, ja que pot produir unes 60 capes
de cel'lules de suro quasi pures a 'any amb elevades quantitats de suberina i formar una
materia prima amb un alt valor industrial. El suro utilitzat com a material comercial per a fer

taps o plaques aillants prové de les sureres originaries de la regié mediterrania. La seva
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escorca s’extreu de l'arbre cada 10 anys aproximadament per ser processat com a suro
comercial. Esta format per cellules amb paret gruixuda, mortes i quan sén madures
contenen un lumen ple d’aire. Les caracteristiques que li donen valor comercial sén la seva
impermeabilitat als gasos 1 liquids, la seva elasticitat, for¢a i lleugeresa (Fahn, 1967). La seva
composicié quimica ha estat molt estudiada (Silva et al., 2005). De mitjana pot contenir un
63% de suberina i un 15% de ceres i tanins (Pereira, 1988).

Tot i el valor comercial, no hi ha constancia que s’hagin realitzat estudis de genctica
funcional en alzina surera, i aixo és degut a la seva baixa capacitat de transformacio, el temps
lent de regeneracié i el periode temporal de creixement de Parbre (Alvarez-Fernandez &

Ordas, 2012).

1.3.1.1-El fellema de surera per identificar gens candidats
El primer estudi global de la biologia molecular del periderma i suberina es va realitzar al
nostre laboratori (Soler et al., 2007) a partir de cel-lules de fel-lema d’alzina surera mitjangant

una llibreria d’SSH (Suppression Substractive Hybridation) 1 es va comparar el transcriptoma de

Requadre 1_La proteina RIK

RIK interactua fisicament amb el gen de blat de moro 752, I'ortoleg del qual és ASYMMETRIC
LEAVES 1 (AS7) en Arabidopsis. AS7 forma complexes estables amb ASYMMETRIC
LEAVES 2 (AS52) i amb la xaperona d’histones HIRA (Phelps-Durr et al. 2005). Els autors
suggereixen que el complex AS1-AS2-HIRA i la uni6é de RIK a RNAs reguladors contribueixen
en la repressié epigenctica dels gens KNOX de tipus 1, els quals promouen lactivitat de les
cel'lules mare i el manteniment del meristema per a la formacié d’organs laterals (Phelps-Durr
et al., 2005). Aquest fet esta d’acord amb la preséncia en la proteina RIK d’un domini helicasa
(LHD) i un domini KH d’unié a PRNA, implicat en la regulacié de I'expressié genica post-
transcripcional i en lestabilitat del mRNA (Burd & Dreyfuss, 1994; Lorkovi¢ & Barta, 2002).
Treballs recents en el nostre laboratori han demostrat que el transcrit d’SZRIK (de patata)
s’acumula de forma generalitzada en tots els teixits de la patatera, incloent el periderma i teixits
ferits de tubercle de patatera (Boher, 2016) el que podria contribuir a mantenir silenciats els
gens KNOX. Analisis transcripcionals del periderma de tubercle de patateres silenciades per
SRIK (S/RIK-RNAI) (Soler, 2008) revelen que S7RIK estaria involucrat en la regulacié post-
transcripcional dels pre-mRNAs, en la regulacié de la cromatina pel control d’elements
transponibles en resposta a estres 1 en diversos processos de desenvolupament de les plantes,
com la formacié del periderma o la floracid, la qual s’indueix prematurament en les linies
S/RIK-RNAI (Boher, 2016). Tot i els resultats obtinguts, la funcié d’aquesta proteina i la seva
regulacié en el periderma encara no esta clara, és per aixo que en aquesta tesi s’ha realitzat una
llibreria de dos hibrids en llevat per identificar possibles proteines que interaccionen amb

StRIK (veure apartat 3.1).
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suro (teixit productor de suberina) i el transcriptoma de fusta (teixit no productor de
suberina). En la llista de gens obtinguts es van identificar gens involucrats en la sintesis,
transport 1 polimeritzacié de suberina, algunes proteines d’estrés i algunes proteines
reguladores.

Entre les proteines reguladores que es van identificar hi havia factors de transcripcié de les
families NAC, MYB i WRKY 1 una proteina homologa a la del blat de moro RS2-
INTERACTING KH PROTEIN (RIK) (Phelps-Durr et al., 2005) (veure requadre 1). Per altra
banda, el treball de Ricardo et al. (2011) va comparar el proteoma de tiges joves (de 0, 114
anys) amb el de fel'lema format de branques de 8 anys d’edat i va identificar 54 proteines
diferencials. Aquestes proteines, si bé es van relacionar amb el metabolisme de carbohidrats 1
reorganitzacié de la paret cellular, defensa, estabilitat i degradacié de proteines, regulacio i
metabolisme secundari, cap es va relacionar amb els components lipidics de la suberina,
probablement per la seva associacié a membranes o per estar associades a components
insolubles de la cel'lula (Ricardo et al., 2011). Recentment, es va realitzar la primera
sequenciacié d’alt rendiment d’alzina surera utilitzant la plataforma 454 de Roche, on entre
altres teixits es van seqiienciar llibreries normalitzades de suro. Aquest estudi va permetre
obtenir un transcriptoma de novo i es va crear una base de dades del transcriptoma de suro
anomenada corkoakDB (Pereira-Leal et al., 2014). Per altra banda, un treball en paral-lel va
sequenciar també mitjancant la mateixa plataforma, suro de bona i mala qualitat utilitzant
llibreries de cDNA convencionals, el que permetia mantenir la quantificacié de transcrits
originals (Teixeira et al., 2014). Aquest estudi va mostrar que gens involucrats en els
processos reguladors aixi com sintesis de DNA, processament d’RNA, proteolisis, factors de
transcripcié involucrats en Destrés abiotic 1 gens relacionats amb la formaci6
d’estomes/lenticel-les estan més induits en el suro de mala qualitat, mentre que les proteines
de xoc termic (heat shock proteins) estan més expressades en el suro de bona qualitat. Respecte
als microRNAs (miRNAs) es van sequenciar els de fulla i fel'lema d’alzina surera i es van
identificar quatre miRNAs especifics 1 altament expressats a fel-lema involucrats en la
resposta a estres (miR168 i miR171) i en la polaritat de la fulla (miR166 i miR390) (Chaves et
al., 2014). Recentment, al nostre laboratori es va dur a terme mitjangant la plataforma 454
una comparativa del transcriptoma de les escorces externes d’alzina surera (Quercus suber)
(suro) i alzina (Quercus ilex), que no genera suro sindé que constitueix un ritidoma. En aquesta
analisi es va observar que el transcriptoma de I'alzina surera estava enriquit en gens implicats
en la sintesi de paret cel'lular, en vies del metabolisme secundari relacionades amb la suberina

1 sincronitzades amb les vies de metabolisme primari que subministren els precursors. També
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es van observar gens relacionats amb activitat meristematica, transport polar d’auxines 1
sintesi d’etile. D’altra banda, els gens associats a la senyalitzacié d’acid absicic (ABA),
resposta a estrés tant biotic com abiotic 1 els processos de regulacié (remodelacié de la
cromatina, regulacié de la transcripcio 1 sintesi de proteines) estaven més enriquits en alzina.
D’aquesta manera es van identificar gens candidats que podrien explicar les diferéncies que

es donen en aquests dos teixits (Boher, 2016; Boher et al., 2017).

1.3.1.2-El felema d’alzina surera per estudiar a nivell molecular el creixement

estacional del suro
Es conegut que el suro té un creixement estacional. El creixement radial del suro comenca
durant la primavera amb l'activacié del meristema i continua fins a la tardor, amb un pic
maxim de creixement durant el mes de juny (Costa et al., 2001). Durant I’hivern, el suro entra
en estat de dormancia, aturant el seu creixement. Durant el creixement estacional, el fel-logen
esta altament actiu i produeix moltes ce¢l-lules grans, formant anells de creixement clars;
mentre que posteriorment, el creixement disminueix 1 produeix menys cel-lules i més petites,
donant lloc als anells foscos (Figura 8A). El canvi de color dels anells és degut a canvis en la
composicié quimica. Aquest creixement pero, és sensible als canvis climatics, reflectint les
fluctuacions de les condicions ambientals al llarg de les estacions (Caritat et al., 1996). Per 12
gens candidats identificats en I'SSH de suro (Soler et al., 2007) es va estudiar el perfil
d’acumulacié de transcrits al llarg de I'estacié de creixement (Soler et al., 2008) mitjangant
PCR quantitativa transcriptasa reversa (RT-qPCR). Es va observar que gens estructurals de la
sintesi de suberina i alguns gens reguladors mostraven molta més expressié durant el mes de
juny, coincidint amb el major creixement del suro. A més, també es va veure que alguns gens
relacionats amb Testres correlacionaven positivament amb la temperatura i negativament
amb la humitat. Recentment, utilitzant les mateixes mostres, es va realitzar una segona analisi
incloent nous gens candidats, identificats en el treball de Boher et al. (2017), on es va
observar una major activacié durant el mes d’abril, coincidint amb la iniciacié de l'activacio
del fel'lema, de gens relacionats amb la regulaci6 i desenvolupament del meristema (Shoo?
Meristemless (STM), Wuschel Related Homeobox (WOX4) 1 Histidine Kinase 3 (HK3)), transport
d’auxines (PIN-formed 3 (PIN3)), un gen biosintétic dels brasinoesteroids (DW.ARF7
(DWFT)) i alguns factors de transcripciod (Flowering Locus C (FLLC), Supressor of overexipression of
CO 1 (§OCT1)1 Apetala 1 (APT)) que s’han relacionat amb desenvolupament floral. Per altra
banda, gens que coincidien amb una expressié més elevada en juny i/o juliol corresponien a
gens relacionats amb la sintesi i extensié de la paret cel'lular (Cellulose synthase-like C3

(CSLD3), Expansin A8 (EXPAS)), deposicié de suberina (Ghycerol-3-phosphate acyltransferase
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(GPATS), Cytochrome P450, Family 86, Subfamily A, Pohpeptide 1 (CYPE6.AT), Cytochrome P450,
Family 86, Subfamily B, Pohpeptide 1 (CYPS6BT) i Aliphatic Suberin Feruloyl-transferase, educed levels
of wall-bound phenolics 1 (ASFT)), tolerancia a estres (Ascorbate peroxidase (APX2), Annexin
(ANNT) 1 Heat Shock Protein 18.2 (HSP18.2) 1 mort cel-lular i senescencia (BAX inhibidor 1(BI-
7)). Aquests processos son requerits per a la maduracio i diferenciaci6 del suro. A més, gens
relacionats amb el metabolisme del carboni (Suerose Synthase 4 (SUS4) 1 Pyruvate Debydrogenase
el alpha (PDH-Ela)) i amb la producci6é de terpens (3-hydroxy-3-methylglutaryl coa reductase
1(HMGRT)) proveeixen de precursors de la formacié del suro o de metabolits associats a la
suberina com els terpens. Per tal d’aprofundir en els gens que sén claus al principi del
creixement del suro i en el moment del maxim creixement, en aquesta tesi s’ha realitzat un
estudi transcriptomic del suro en diferents punts estacionals mitjancant la plataforma
d’Illumina per tal de trobar nous gens candidats 1 caracteritzar el seu patré d’expressié per

determinar quins processos predominen en cada etapa (veure apartat 3.4).

1.3.2-La patatera com a planta model per a I'’estudi del fellema

El tubercle de la patatera (Solanum tuberosum) és un organ que es troba sota terra 1 esta cobert
per un periderma on el fel'lema (pell) el protegeix enfront la deshidratacié i latac de
patogens. La patata és un cultiu que té un elevat valor i importancia agro-economica, 1 és per
aquest motiu que el seu periderma ha estat molt ben estudiat a nivell d’estructura cel-lular,
procés de maduracié i composicié quimica (Vogt et al., 1983; Lulai & Freeman, 2001; Sabba

& Lulai, 2002).

1.3.2.1-El fellema de patata per identificar gens candidats de la formacié del

fellema i la suberina
Iestudi del periderma en tubercle de patatera és un model més simple que el d’alzina surera,
per exemple no presenta estacionalitat, pero també funciona com a model per estudiar gens
o proteines relacionades amb el fel-lema i la suberificacio, ja sigui utilitzant el periderma natiu
o bé el periderma cicatricial. Treballs que analitzaven les proteines del periderma de patata
(Barel & Ginzberg, 2008; Chaves et al., 2009) van destacar la gran quantitat de proteines
identificades relacionades amb Destrés biotic i abiotic. Concretament, Barel & Ginzberg
(2008) van comparar el fel'lema amb el parenquima del tubercle i van observar que un 63%
de les proteines diferencials pertanyien a la categoria de proteines relacionades amb estres.
L’analisi del procés de ferida en el tubercle (Chaves et al., 2009) va demostrar que la ferida en
els tubercles provocava canvis en el metabolisme, activant la resposta de defensa i el

metabolisme secundari involucrat en reforgar la paret cel-lular. A nivell transcriptomic,
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Ginzberg et al. (2009) va relacionar Pestrés per calor en el tubercle amb la formacié dun
periderma més gruixut i va identificar que els gens candidats involucrats corresponien a gens
d’estres, de proliferacié cel'lular i de desenvolupament. Posteriorment, en el nostre laboratori
es va generar una llibreria SSH que va permetre obtenir un total de 108 gens relacionats amb
la biosintesi de suberina i ceres, estres 1 defensa, regulacid, paret cel'lular 1 altres (Soler et al.,
2011). L’abundancia de cadascuna d’aquestes categories concordava amb els treballs previs
realitzats, essent la categoria d’estres i defensa la més predominant, pero diferint de la
contribuci6 relativa de les categories obtingudes en la llibreria SSH d’alzina surera on es van
identificar més gens relacionats amb el metabolisme secundari (suberina) (Soler et al., 2007).
Aquest fet es podria explicar ja que el fel-lema de I’alzina surera produeix entre 60-100 capes
de cel-lules cada estacié de manera que les cel-lules vives de les que se n’extreu PRNA estan
aillades del medi extern per cents de capes de cel-lules mentre que el fel'lema de patata
només conté entre 6-10 capes de cel'lules de manera que l'aillament del medi extern és

minim, fent més acusats els processos relacionats amb Destres.

1.3.2.2-El fellema de patata per estudis de genética funcional del fellema i la

suberina
Els tubercles de les patates constitueixen un molt bon model per a I'estudi funcional del
periderma ja que es poden produir patates transgeniques en periodes relativament curts (<1
any) 1 amb prou quantitat de periderma per permetre analisis de composicié quimica de la
suberina i de la seva ultraestructura i estudis quimics i fisiologics (Serra et al., 2009a ; Serra et
al., 2009b; Serra et al., 2010; Landgraf et al., 2014; Boher et al., 2013). A més, la publicacié
del genoma de patata (Xu et al,, 2011) va promoure molt "as d’aquesta planta per a la
realitzaci6é d’estudis funcionals i moleculars. Sistemes alternatius de transformacié de patatera
son possibles usant _Agrobacterium rhizogenes, no obstant aquesta estratégia esta pensada per
obtenir arrels transformades més que plantes completes. Aquest és un model que s’ha
explorat en el apartat 3.3 per estudiar les barreres suberificades de I'arrel primaria, tals com

endodermis 1 exodermis (veure requadre 2).
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Requadre 2_Agrobacterium rhizogenes com a sistema de transformacio alternatiu per
a la genética funcional de la suberina.

Si bé la transformaci6 de patateres de forma estable mitjancant Agrobacterium tumefaciens obté uns
bons resultats, aquest sistema resulta car en quan a temps i diners ja que es necessita regenerar
una planta estable sencera mitjancant I"ds d’hormones, i el manteniment del material transgenic
requereix més dedicacié degut a la manca de produccié de llavors de les patateres. Per Iestudi
del periderma, a més es requereix del temps addicional perque la planta produeixi tubercle.
Aquestes limitacions porten a pensar en métodes de transformacié alternatius que poguessin
contribuir a accelerar els estudis basats en la genética funcional de la suberina. Un exemple és
"as d’Agrobacterium rbizogenes per a Iestudi de 'activacié del promotor de CYP86A33 en arrels de
patata (Bjelica et al, 2016). En patata i altres especies s’ha demostrat que les arrels
transformades via 4. rhizogenes es poden utilitzar per a I'estudi fenotipic d’arrels causat per la
modificacié d’expressié genica, tant per la sobreexpressié com pel silenciament amb tecniques
d’RNA d’interferéncia (RNAi) (Horn et al., 2014; Ron et al., 2014; Dinh et al., 2014; Plasencia
et al., 2015). Aquest metode permet obtenir arrels transformades (atrels peludes o bairy roots)
que es poden autopropagar o es poden mantenir en una planta composta amb la part acria
salvatge (Quandt et al., 1993). Si bé aquest metode permetria demostrar una relacié entre
determinats gens i la seva implicacié amb la formaci6 de la suberina de I’arrel, aquesta relacio
no necessariament hauria de mantenir-se quan es tractés del fel'lema. Tot i aixo, encara que
I’estudi de reguladors del desenvolupament del fel'lema no hauria de tenir correspondéncia amb
larrel, s’ha vingut demostrant al llarg dels anys que els mateixos gens que contribueixen a la
formaci6 de la suberina d’arrel d’Arabidopsis també contribueixen a la suberina del fel-lema de
patata (Ranathunge, 2011).

La transformacié via 4. rhigogenes és més rapida i menys costosa ja que no es requereix
d’hormones per a la regeneracié de teixit. La infeccié provoca la formaci6 i creixement d’arrels
peludes degut a la integracié en el genoma de les cel-lules infectades del T-DNA del plasmidi Ri
(root-inducing), el qual conté gens que codifiquen per a la sintesi d’hormones i és propi de cada
soca d’A. rhizogenes (Nemoto et al., 2009). Quan s’utilitza 4. rhizogenes transformat amb un
vector binari que conté el T-DNA d’interes, aquest segon T-DNA s’integra també al genoma
pel que s’obtenen arrels peludes modificades pel gen d’interés. Aquesta tecnica té un gran
potencial en el camp de la investigacié ja que les arrels es poden automantenir sense 1'us
d’hormones, permet alterar rutes biosintetiques de metabolits d’interes (Canter et al., 2005) i
presenten un enorme ventall d’avantatges: rapid creixement de les arrels sense la necessitat de
generar tija 1 fulles, manteniment barat, senzill i estabilitat genética i a més, sén molt similars a
les arrels salvatges (Tarkowski & Vereecke, 2014). En cas de voler disposar d’una planta, s’ha de
tenir en compte pero, que aquesta sera una planta composta, ja que tinicament les arrels peludes
estan transformades genéticament, mantenint salvatge la part aeria de la planta. En el apartat
3.3 d’aquesta tesi es presenta aquest metode per obtenir arrels transformades de patata per a la

genetica funcional de la suberina.
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2. Objectius

I’objectiu principal d’aquest treball és entendre millor els mecanismes moleculars que tenen

lloc en la formacié del fel'lema. Aquest objectiu final s’aborda a través de diferents

estrategies, ja sigui caracteritzant a diferents nivells alguns gens de patatera, identificant nous

gens candidats en el suro o explorant noves eines per a la genctica funcional de la suberina en

patatera. Els candidats que s’estudien inclouen gens reguladors 1 transportadors. Els objectius

especifics d’aquesta tesi son:

1.

Identificar proteines que interaccionen amb la proteina StRIK mitjangant el métode

dels dos hibrids en llevat i analitzar la localitzacié i colocalitzacié de les proteines

interaccionants en planta.

Generar una llibreria de cDNA de fel-lema de patata, les proteines de fusié de la
qual actuarien com a presa en el sistema del dos hibrids.

Cribrar la llibreria de dos hibrids utilitzant la proteina StRIK com a esquer.
Caracteritzar in silico els possibles candidats (StCisteina proteinasa 3, StRACKI1B i
StERF135) a interaccionar amb la proteina StRIK pel que fa a l'expressio
constitutiva i induible, la coexpressié 1 els elements reguladors en es del
promotor.

Determinar la localitzacié subcel-lular de les proteines candidates: StCisteina
proteinasa 3, StRACKI1B i StERF135 en planta mitjan¢ant la fusié a proteines
fluorescents.

Analitzar I'efecte de la proteina StRIK en la localitzacié subcel-lular de les

proteines StCisteina proteinasa 3 1 SSRACKI1B i planta.

Caracteritzaci6 de candidats de la suberificacié relacionats amb la regulacid

(StERF93) i el transport (StLTPL3, StABCG1, StABCG10, StABCG11, StABCG20 1

StABCG23) per valorar el seu possible paper en teixits suberificats. Per als candidats:

Determinar la relacié filogenetica del gen candidat amb altres membres de la
familia en patata i Arabidopsis, i identificacié dels dominis conservats de la
proteina.

Analitzar I'expressio genica i silico 1 la coexpressié amb altres gens.

Quantificar 'acumulaci6 relativa de transcrit en teixits nadius i ferits de patatera.
Determinar la localitzacié subcel'lular de la proteina corresponent en planta

mitjancant la fusi6 a proteines fluorescents.
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Identificar els elements reguladors en ¢ predits en els promotors dels gens.

Prova de concepte dun sistema alternatiu en patata per a estudis de genctica

funcional en teixits suberitzats mitjancant la transformacié d’arrels amb _Agrobacterium

rhizogenes.

Dissenyar 1 optimitzar el procediment d’obtencié d’arrels transformades de
patatera.

Obtenir arrels transformades per a I'estudi de promotors de la suberina (pFHT
com a model).

Estudiar la composicié quimica de la suberina d’arrels transformades i comparar-
la amb la d’arrels natives.

Obtenir arrels silenciades per gens relacionats amb la suberina.

Determinar quins processos moleculars tenen lloc en tres etapes claus del creixement

estacional del suro mitjancant RNA-seq i identificar nous gens candidats de la

formacio del suro.

Seqiienciar, assemblar i anotar el transcriptoma del fel-lema.

Correlacionar les dades d’expressio de la seqiienciacié amb dades obtingudes per
RT-qPCR.

Analitzar els nivells d’expressié dels gens implicats o relacionats amb la formacié
de la suberina i d’altres gens relacionats amb cutina i ceres, basant-nos en
'anotacio dels contigs segons la proteina més homologa en Arabidopsis.
Identificar els gens i processos diferencialment expressats (DE) durant el
creixement del suro.

Agrupar els gens DE segons el seu perfil d’acumulacié de transcrit 1 analitzar

quines categories funcionals son predominants en cada agrupament.
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3.1-ldentificacio de proteines candidates que interaccionen amb StRIK
mitjangant el métode del dos hibrids en llevat

Estudis recents han suggerit que StRIK, possible ortologa a At3g29390 i localitzada al nucli,
estaria involucrada en la regulacié post-transcripcional dels pre-mRNAs, en la regulacié de la
cromatina pel control d’elements transponibles en resposta a estres i en diversos processos
de desenvolupament de les plantes, com podria ser la formacié del periderma (Boher, 2016).
No obstant, la funcié molecular d’aquesta proteina i la seva regulacié no esta clara.

El métode dels dos hibrids és un sistema molt utilitzat per a identificar proteines que
interaccionen fisicament zz wvivo. Concixer les interaccions entre proteines pot donar
informaci6 sobre com aquestes es regulen i/o en quin procés fisiologic participen. Per aquest
motiu inicialment es va realitzar una llibreria de dos hibrids de cDNA de fel-lema (pell) de
patata, la qual es va rastrejar per aillar possibles proteines interactores d’StRIK. D’entre les
proteines candidates interactores, se’n van seleccionar tres per estudiar-ne la localitzacié

subcel'lular i la seva coexpressié. Els resultats detallats es descriuen a continuacio.

3.1.1-Construcci6 de la llibreria de dos hibrids

Per a la realitzacié de la llibreria es va extreure RNA de fel'lema aillat de patata. I’RNA es va
tractar amb DNAsa 1 se’n va comprovar la integritat mitjancant un gel desnaturalitzant
d’agarosa i formaldehid (Figura 9A), obtenint una relacié de 260/280 nm al voltant de 2
unitats. El mRNA es va purificar a través de Dynabeads, 1 se’n van utilitzar 0,15 pg per fer la
llibreria de doble hibrid.

Per a obtenir la llibreria de doble hibrid de cDNA es va utilitzar el kit “Make Your Own
(Mate & Plate) Library System” de Clontech. Es va utilitzar 'mRNA de fel-lema purificat
anteriorment 1 es van fer 3 sintesis de cDNA en paral-lel, dues usant Oligo-dT i una usant
hexamers Random. Posteriorment, es va sintetitzar la segona cadena de cDNA mitjancant la
LD-PCR (Long distance PCR) obtenint fragments de dscDNA amb sequéncies conegudes a
cada un dels extrems. Es van obtenir fragments d’entre 100 — 2.000 pb quan s’utilitzava
oligo-dT en la primera sintesi i entre 100 — 850 pb quan s’utilitzaven hexamers (random)
(Figura 9B). D’aquests cDNAs se’n van purificar els fragments més llargs de 200 pb obtenint
un rendiment total de dscDNA de 3 pg, dels quals se’n van emprar 2,5 ug per construir la

llibreria.
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Figura 9. Comprovaciéo d’RNA i cDNA. A) Analisi de la qualitat de ’'RNA després del tractament amb
DNAsa mitjancant un gel desnaturalitzant de formaldehid. Les bandes 28S i 18S de I'rRNA estan
indicades a I'esquerra del gel. El carril correspon a la réplica biologica de fellema de patata utilitzada
per a la realitzacio de la llibreria de dos hibrids. B) Patr6 de bandes obtingut amb el cDNA de doble
cadena emprant encebadors oligo-dT o random en un gel desnaturalitzant d’agarosa a I'1%.
D’esquerra a dreta: marcador de pes molecular, cDNA obtingut amb encebadors Oligo-dT (carrils 2 i 3),
cDNA obtingut amb encebadors random (carril 4), control positiu obtingut amb 1 pyg de RNA poliA de

ratoli (carril 5).

La poblacié de dscDNA es va clonar en el vector pGADT7-Rec per recombinaci6 de les
sequencies homologues del vector amb les dels extrems del dscDNA en la soca de llevat
Y187. El vector pGADT7-Rec conté el domini d’activacié6 Gal4, un factor de transcripcié
que respon a galactosa. La llibreria obtinguda va resultar en una concentracié total de 4x10’

cel-lules ml™.

3.1.2-Assajos de toxicitat d’'StRIK i capacitat d’activacié dels gens reporters utilitzats
pel sistema del doble hibrid

La seqiiencia codificant sencera d’S7RIK va ser aillada previament de Solanum tuberosum Grap
Tuberosum (Soler et al., 2008). Aquesta presenta un 98.82% d’identitat amb la proteina que
codifica per al gen representatiu d’SZRIK en 8. tuberosumr  Grup  Phureja
(PGSC0003DMT400064730).

La tecnica del doble hibrid es realitza en llevat pel que és necessari efectuar assajos de
toxicitat per detectar si la sobreexpressio de la proteina d’estudi pot alterar el transcriptoma
de la cel'lula de llevat afectant la seva viabilitat cel-lular, especialment quan la proteina

correspon a un factor de transcripcié (Singh et al., 2013). Per altra banda, la interaccié
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positiva entre dues proteines es detecta per l'activacié de la transcripcié del gen reporter
MEL1 (x-galactosidase 1 precursor), entre altres, el qual codifica per una o-galactosidasa. En
presencia del substrat X-o-Gal, P'a-galactosidasa és capa¢ de metabolitzar un producte
cromogenic blau. Aixi, per tal de buscar interactors d’una proteina concreta (esquer),
inicialment s’ha d’assegurar que la propia expressié de la proteina no activara la transcripcid
del gen MELT, el que es coneix com a assaig d’autoactivacié. En cas d’autoactivacié s’ha de
trobar les condicions adients per tal de que aquesta autoactivaci6 no tingui lloc.

Per a realitzar aquests assajos, el cDNA corresponent a la seqiiencia codificant completa del
gen S7RIK es va clonar dins del vector pGBG (StRIK-BD), el qual va generar una proteina
hibrida que contenia la seqiéncia del domini d’'unié de Gal4, un gen de resisténcia a
kanamicina i el marcador nutricional del triptofan (TRP1), el qual permet seleccionar les
cel'lules transformades en un medi sense triptofan. Els plasmidis clonats es van usar per
transformar la soca Y2HGold.

Pel que fa a la toxicitat, la sobreexpressié d’S7RIK no va afectar la viabilitat de les cel-lules de
llevat ja que no s’observava una disminucié en la velocitat o densitat de creixement. Les
colonies obtingudes en medi minim de llevat SD (Synthetic defined) deficient en triptofan,
seleccié del plasmidi pGBG-S7RIK, creixien de manera normal. Pel que fa als assajos
d’autoactivacié d’StRIK, en medi SD deficient en triptofan suplementat amb X-a-Gal, les
cel'lules de llevat que sobreexpressaven aquest gen no presentaven colonies blaves, indicant
la incapacitat d’activar el gen reporter MELT que hidrolitza I'X-a-Gal (Figura 10). A més a
més, es va assajar autoactivacié per part d’StRIK del gen rgporter AURT, el qual permet
detoxificar aureobasidina, un antibiotic toxic per les cel-lules de llevat. Els analisis no van
mostrar creixement demostrant que StRIK no pot activar el gen AURT7. Donat que S7RIK no
és toxica per la cél'lula i les cellules transformades amb S7/RIK no sén capaces de
metabolitzar ni X-a-Gal ni 'aureobasidina, es va procedir a buscar proteines interactores en

la llibreria de fel-lema construida.

Figura 10. Assajos de toxicitat i autoactivacio del gens candidats
a esquer (StRIK i StERF93) a partir de cultius diluits 1/10. A)
Medi SD-Trp per determinar si les proteines d’estudi sén
toxiques. B i C) Medi SD/-Trp/X-o-Gal i SD/-Trp/X-a-Gal/A

respectivament, per determinar I'autoactivacié de les proteines.
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Es notable remarcar que a part d’SZRIK, es va assajar el factor de transcripcié S#ERF93 el
qual s’ha estudiat com a regulador candidat del procés de suberificacié (veure apartat 3.2.1).
Si bé el creixement del llevat que sobreexpressava S#ZRF93 mostrava creixement
convencional, els assajos d’autoactivacié van revelar que aquest factor de transcripcié tenia
capacitat d’autoactivar el gen reporter MEILT mostrant coloracié blava en presencia d’X-a-Gal
(Figura 10). Aquest fet impedeix buscar interactors usant el procediment estandard del doble
hibrid, si bé existeixen alternatives com seria I'ds d’un fragment de la proteina incapag

d’autoactivar el gen reporter.
3.1.3-Cerca d’interactors d’StRIK en la llibreria de fellema

3.1.3.1-Screening de la llibreria i obtencié de gens candidats

Per obtenir possibles candidats a interaccionar amb la proteina S7RIK es va realitzar Iscreening
de la llibreria de cDNA. Inicialment es va inocular el cultiu que contenia la llibreria de cDNA
(Leu-) de fel'lema transformada en la soca Y187 i el de 'StRIK-pGBG (Ttp-) en la soca
Y2HGold en un medi ric (2X YPDA), el que es coneix com mating. Passades 24 h, es va
sembrar en medi SD selectiu que contenia deficiéncia per a quatre gens reporters, Len 1 Trp per
seleccionar que el llevat descendent contingués els dos plasmidis (presa i esquer) i Ade i His
per seleccionar aquelles cel'lules capaces d’activar Gal4 i transcriure els reporters ADEZ2 i
HIS3, és a dir, cel-lules que contenen proteines que interaccionaven amb StRIK.

El mating, amb una eficiéncia del 3%, va generar un total de 277 colonies, on cada una d’elles
contenia un cDNA desconegut de la llibreria de fel-lema candidat a ser un possible interactor
d’S7RIK. Per cadascuna de les colonies es va amplificar el cDNA insert usant encebadors
flanquejants del vector pGADT7-Rec. Aquesta analisi revela que totes les colonies assajades
contenien el plasmidi amb inserts >200 pb. De les PCRs obtingudes es van sequienciar amb
exit 109 inserts els quals es van anotar usant un BlastN a . #uberosum (The Potato Genome
Sequencing Consortium (PGSC), Xu et al., 2011) contra la base de dades de transcrits amb
un ewvalre <10"; i un BlastX a Arabidopsis contra proteines (TAIR database
https:/ /www.arabidopsis.org; The Arabidopsis Information Resource) amb un e-value <10,
Les 109 seqiiencies obtingudes corresponien a 29 gens diferents segons I'anotacié de patata.
La Isoamyl acetate-hydrolyzing esterase, Cysteine proteinase 1 S-adenosylmethionine synthase van ser els
gens identificats amb més freqiéncia (Taula 1). Fs destacable que dels 29 possibles
interactants, el 17% estaven relacionats amb processos de traducci6 proteica (4 interactants) i

splicing (1 interactant).
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Taula 1. Anotacié de seqiiéncies obtingudes del cribratge de la llibreria de cDNA en patata i Arabidopsis, possible localitzacié subcellular de les proteines

codificades i el nimero de repeticions de cadascuna de les seqliencies obtingudes. Es marquen en gris aquells gens que codifiquen proteines que poden estar

involucrades en el procés de traduccié i splicing. En negreta es marquen els gens seleccionats per caracteritzar més en detall.

ANOTACIO PATATA ANOTACIO ARABIDOPSIS CcoDI LOCALITZACIO Ne
BlastN (e<1-19) CODI PATATA BlastX (e<1:10) SUBCEL-LULAR
(PotatoGenome) (TAIR) ARABIDOPSIS (SUBA 3) REPETICIONS

Isoamyl acetate-hydrolyzing  pagon003pMTA00061198 SCNH hydrolase-type esterase AT3G11210 Peroxisoma 26
esterase superfamily protein
Cysteine proteinase 3 PGSCO003DMT400048984 Aleurin-like protease (ALP) AT5G60360 Extracellular 18
S-adenosylmethionine PGSCO003DMT400072701. Methionine Adenosyltransferase 3 AT2G36880 Citosol 14
synthase 2 (MAT3)
(Tf;;a)” copeptide repeat  peo00003DMT400006808 NAA1S (NAALS) AT1G80410 Nucli 7
Putative uncharacterized  pg00003DMT400060058 N/A N/A N/A 4
protein
40S ribosomal protein S28 PGSC0O003DMT400021531 Ribosomal protein S28 (RPS28) AT5G64140 Citosol 3
Conserved gene of unknown  p.q00003pMT400001549 OYelic AMP-responsive element- AT5G24610 Membrana 3
function binding protein
F-box family protein PGSCO003DMT400058591 Phloem protein 2-A12 (PP2-A12) AT1G12710 Citosol 3
g ‘rgf;";e uncharacterized p:e0003DMT400034084 RmiC-ike cupins superfamily protein  AT5G39110 ExtraceHular 3
Tubulin beta-1 chain PGSCO003DMT400072466 Beta-6 Tubulin (TUB6) AT5G12250 Citosol 3
60S ribosomal protein L21- PGSCO003DMT400029796 Translation protein SH3-like family AT1G57860 Citosol 2

like protein

protein
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ANOTACIO PATATA ANOTACIO ARABIDOPSIS coD! LOCALITZACIO N©
BlastN (e<1-19) CODI PATATA BlastX (e<1:19) SUBCEL-LULAR
(PotatoGenome) (TAIR) ARABIDOPSIS (SUBA 3) REPETICIONS
ADP-ribosylation factor - pGsC0003DMT400003226 ADP-Ribosylation factor ALF (ARFALF)  ATLG10630 Mitocondri 2
FIL1.21 protein PGSCO003DMT400019614 ;,r\jzs%’a“o” GG EEES R AT1G15270 Nucli 2
Hypothetical gene of PGSCO003DMT400007776 N/A N/A N/A 2
unknown function
Predicted protein PGSC0O003DMT400023983 TonB-dependent heme receptor A AT1G72020 Plastidi 2
Predicted protein PGSC0O003DMT400007921 Clavata3/ESR-related 14 (CLE14) AT1G63245 Extracellular 2
Alpha-amylase PGSC0O003DMT400025602 Alpha-Amylase-Like 2 (AMY2) AT1G76130 Citosol 1
Arginine decarboxylase PGSCO003DMT400004181 Arginine Decarboxylase 2 (ADC2) AT4G34710 Peroxisoma 1
StERF135 PGSCO003DMT400067534 Cihvlene responsive element binding  yrec 47090 Nucli 1
factor 2 (ERF2)
Basic _7S globt_JIin 2 small PGSCO003DMT400091831. Euka/fyotic aspartyl protease family AT3G59080 Vacuola 1
subunit, putative protein
Cytosolic ascorbate PGSCO003DMT400077268 Ascorbate peroxidase 1 (APX1) AT1G07890 Citosol 1
peroxidase 1
Germin 3 PGSCO003DMT400053422 RmIC-like cupins superfamily protein AT5G39110 Extracellular 1
LeArcA1 protein /RACKIB  PGSCO003DMT400074094 Heceptorforactivates Ckinase 1B \r4G48630 Citosol 1
(RACK1B_AT)

Lipoxygenase PGSCO003DMT400063654 Lipoxygenase 5 (LOX5) AT3G22400 Citosol 1
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ANOTACIO PATATA ANOTACIO ARABIDOPSIS CODI LOCALITZACIO N°
BlastN (e<1-19) CODI PATATA BlastX (e<1-10) SUBCEL-LULAR
(PotatoGenome) (TAIR) ARABIDOPSIS (SUBA 3) REPETICIONS

Proteasome subunit alpha N-terminal nucleophile
tvpe PGSCO003DMT400052657 aminohydrolases (Ntn hydrolases) AT1G79210 Citosol/Nucli 1
P superfamily protein
Z utative uncharacterized  pag0003DMT400063396 T-box transcription factor AT1G26620 Nucli 1
Sialin, putative PGSCO003DMT400052347 Phosphate transporter 4,2 (PHT4;2) AT2G38060 Plastidi 1
Translocation protein SEC62 PGSCO0003DMT400027805 Translocation protein-like protein AT3G20920 Citosol 1
Protein of unknown function - pGe0003DMT400064096 LYSINe ketoglutarate reductase trans- yraq 18530 ExtraceHular/membrana 1
(DUF707) splicing-like protein
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3.1.3.2-Selecci6 de candidats

Per a la selecci6 dels possibles candidats a interaccionar amb S7RIK es va tenir en compte (i)
la frequencia del gen en la llibreria, possible indicador d’interaccié forta o fiable; (ii) la
predicci6 de localitzacié subcel lular a nucli, atés que si S7ZRIK es localitza principalment a
nucli, és logic pensar que les proteines candidates a interaccionar haurien de ser també
nuclears; i/o (iii) la possible funcié segons la literatura. Per predir la localitzacié de cadascuna
de les proteines es va analitzar la sequéncia utilitzant el programa SUBA3
(http://suba3.plantenergy.uwa.edu.au/). Mitjancant aquesta prediccié només 5 proteines de
les 29 totals que s’havien descrit anteriorment es localitzaven a nucli (Taula 1). Basant-nos en
alguns o tots tres criteris es van escollir 3 proteines.

Es va seleccionar la Cysteine proteinase 3 perque es trobava repetida 18 vegades en les 109
colonies sequenciades. L’ortoleg d’Arabidopsis (At5g60360) pertany a la subfamilia H de les
cisteines proteases tipus papain de plantes (Richau et al., 2012). Les cisteines proteinases,
també conegudes com a tiol proteases, estan involucrades en la maduracio, la degradacié i la
restauracié de proteines en resposta a estimuls externs. Aquestes cisteines proteinases
contenen al centre actiu un motiu Cys-His-Asn que mitjan¢ant la donacié de protons millora
la nucluofilicitat atacant I'enllag peptidic i alliberant un fragment amino (Verma et al., 2010).
A nivell biologic, les cisteines proteinases estan involucrades en les vies de senyalitzacio 1 en
la resposta a estres, tant biotic com abiotic, i tenen un rol essencial en el creixement i
desenvolupament de les plantes, perdo també en la senescencia i en la mort cel'lular
programada (Grudkowska & Zagdanska, 2004). El fet d’identificar 'ortoleg de la Cysteine
proteinase 3 expressat en els fel'lemes de Pescorca externa d’alzina surera (suro) i d’alzina
(ritidoma) posa de manifest que aquesta proteina podria estar implicada en algun mecanisme
basic pero necessari pel desenvolupament del fel'lema tant de les quercinies com de la patata.
També es va escollir SZERF735, segons nomenclatura dels ERFs en patata (Charfeddine et
al., 2015), el qual correspondria al possible ortoleg ERF2 (At5g47220) en Arabidopsis. Els
membres de la familia ’ERF s6n factors de transcripcié que estan involucrats i/o relacionats
amb el desenvolupament de la planta i amb diferents tipus d’estres. Tot i que 'S#ERF735
només es va identificar una unica vegada en el cribratge, el fet que es predis una localitzaci6 a
nucli i tenint en compte el seu paper regulador en el desenvolupament de la planta ens vam
plantejar que podria ser un bon candidat per poder relacionar la funcié d’StRIK en el
desenvolupament.

El tercer possible interactor seleccionat corresponia a RACKI1B (Receptor for Activated C Kinase

1 B). Les proteines RACK1 sén proteines seaffold molt versatils que es troben en tots els
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organismes eucariotes ben estudiats, incloent animals, plantes i llevats (Islas-Flores et al.,
2015). RACK1 té un paper significant en transportar proteines a diferents punts de la
cel'lula, ancorar-les a punts concrets i en establir Pactivitat proteica d’altres proteines a través
de la interacci6 (Adams et al, 2011). Com a proteina ribosomal, interacciona amb la
maquinaria ribosomal, perd també amb multitud de receptors de superficie i amb proteines
nuclears (Adams et al., 2011), com podria ser StRIK. No se li coneix una funcié enzimatica
coneguda. En Arabidopsis s’han identificat 3 membres, RACK1A, RACKI1B i RACKIC, que
tenen un paper rellevant en diversos processos fisiologics, des de regular processos de
desenvolupament, resposta a multiples fitohormones, funcions en la resisténcia a malalties 1
en la via d’immunitat innata i en processos d’estres abiotic, com lestres hidric (Guo & Sun,
2017). RACKTB d’Arabidopsis (receptor for activated kinase CT) (Atl1g48630) regula els nivells de
miRNAs (Speth et al., 2013) a través de la interaccié amb proteines a nucli i citoplasma (Guo
& Sun, 2017; Wamaitha et al., 2012), el que la fa especialment interessant pel fet que la

proteina StRIK podria estar involucrada en el silenciament genic (Boher, 2016).

3.1.3.3-Analisis in silico dels gens candidats

Per tal d’obtenir més informacié de les proteines candidates a interaccionar amb S7RIK es
van realitzar diversos assajos iz silico. Per una banda, es van analitzar els seus nivells
d’expressié mitjancant les dades d’RINAseq obtingudes en diferents teixits i situacions per a
dos genotips diferents de patatera (Massa et al., 2011). L’expressié en teixits es va mostrar en
un  Jeatmap d’expressié absoluta on es va observar que StRACKIB tenia els nivells
d’expressié més alts en practicament tots els teixits excepte en 'estam (expressié maxima
908,45 FPKMs). L’StCisteina proteinasa 3 presentava uns nivells d’expressio elevats en flor,
estam, fulla, tija, arrel i sobretot peciol, mentre que en la resta de teixits I'expressié era molt
més baixa (expressiéo maxima 1.371,09 FPKMs). En canvi, la proteina S#ERF735 presentava
un maxim d’expressié en la flor i Pestold, tot i que I'expressié era molt baixa (expressio
maxima 5,25 FPKMs) (Figura 11). A més es va fer un heatmap de la proteina d’estudi StRIK
on es va poder observar que s’expressava de manera similar a tots els teixits analitzats
(expressi6 maxima 46,03 FPKMs). Les dades d’'RNAseq relatives a 'expressio total de cada
gen es van observar a partir de I'el'P Browser per a cadascun dels gens, on per exemple, en el
pictograma SZERF735 es va poder observar un maxim d’expressio en la flor i concretament
en petals (Figura Suplementaria 1A, 2A 1 3A).

Les dades d’estres abiotic (Figura 12) van mostrar que els tractaments amb sal i mannitol
reprimien o mantenien una expressié genica similar al control en tots els casos, igual que en

el tractament per calor. En els tractaments hormonals S/RACK7B disminuia lleugerament
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Pexpressié en tots els tractament hormonals assajats. La S#Cisteina proteinasa 3 disminuia
lleugerament I'expressié en el tractament amb citoquinines (BAP) 1 augmentava amb
gibberel-lines (GA3). Pel que fa a I'SfERF735, la seva expressié augmentava amb acid
abscisic (ABA). Per altra banda, lestres biotic ens indica que SZRACKTB s’activava
lleugerament quan s’induien infeccions per Phytophtora infestans 1 també per BTH
(benzothiadiazole, un analeg de l'acid salicilic), i en fulla ferida també s’indueix la seva
expressio; 1 SZERF735 augmentava la seva expressio en el tractament amb BABA (Figura 12).
Aixi doncs, aquests resultats mostren que I'expressié d’aquests gens queda modificada sota
condicions d’estrés de manera similar a com té lloc en la proteina StRIK (Boher, 2010).
Aquests resultats també es mostren en un pictograma realitzat a través de les dades

obtingudes de I’eFP Browser (Figura Suplementaria 1B, 2B i 3B).

Figura 11. Heatmap d’expressido en diferents teixits dels gens que codifiquen per proteines
interactants segons el sistema del dos hibrids i la proteina d’estudi StRIK. Es representa un mapa de
color per a les proteines candidates a interaccionar StCisteina proteinasa 3, StRACK1B i StERF135; i
un mapa de color per a la proteina d’estudi StRIK. S’han utilitzat dades in silico d’expressié en
Solanum tuberosum (Massa et al., 2011). El color verd fosc representa un nivell nul o baix d’expressio.
El color groc representa alts nivells d’expressi6. Cadacu dels gens conté la seva propia escala
(StCisteina proteinasa 3 (0-1000); StRACK1B (0-1000); StERF135 (0-6); StRIK (0-50).
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Addicionalment, per cadascun dels possibles interactors es va realitzar un analisis de
coexpressio usant el seu possible ortoleg en Arabidopsis i el programari lliure Genemania
(Warde-Farley et al. 2010), el qual permet obtenir els gens coexpressants i la categoria
funcional a on pertanyen. En el cas de la Cisteina proteinasa 3 (At5g60360) els assajos de
coexpressié van revelar (Taula 2) que coexpressava amb altres gens que codifiquen per
Cisteines proteinases, gens involucrats en defensa i resposta o el gen APUMS5 (Pumilio 5), el
qual és rellevant ja que esta implicat en la biogenesi ’RNA suggerint un possible paper en la
regulacié post-transcripcional de la resposta a estrés (Huh & Paek, 2014). IERF735
(At5g47220) coexpressa amb factors de transcripci6 com ERF o WRKY relacionats amb
resposta a defensa, i d’especial rellevancia amb un gen que regula els mRNAs en resposta a
estres, CCR4-associated factor (CAF1-9) (Liang et al., 2009) (Taula 3). Per ultim, s’ha vist que
RACKTB coexpressa amb el seu homoleg RACKI1C, amb molts gens implicats en el procés
de traducci6 (basicament gens ribosomals), 1 amb un gen, fibrillarin 2 (FIB2) relacionat amb la
interaccié a RNAs de diferents tipus (Rakitina et al., 2011) (Taula 4). Les dades mostren que
els tres candidats presenten coexpressi6 amb categories funcionals i/o gens que els fan

compatibles per poder interaccionar amb StRIK per a una funcié comuna.
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Figura 12. Representacié de I'expressioé in silico dels gens que codifiquen per proteines interactants segons el sistema del dos hibrids (StCisteina proteinasa 3,
StRACK1B i StERF135) en diferents tractaments d’estrés i hormonals (Massa et al., 2011; PGSC 2011). A I'eix de les X trobem els nivells d’expressié en FPKMs.

A l'eix de les Y trobem els diferents tractament realitzats. Cada tractament esta marcat amb un color diferent: estrés sali i osmotic, shock térmic, tractament

hormonal, estrés biotic i ferida.
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Taula 2. Gens que es coexpressen amb Cisteina proteinasa 3, agrupats per categories funcionals,
segons el Genemania. El pes indica la importancia de la correlacio de I'expressié del gen amb el gen
d’estudi per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les

interaccions possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At5g60360.

Categoria funcional Nombre d’accés Descripcio Pes

Sintesi de lipids

AT3G51730 Saposin B domain 0,016
AT2G42790 CSY3 0,016
Sintesi de RNA
AT3G20250 APUMS5 0,017
Metabolisme
AT4G16190 Cisteina proteasa 0,016
AT4G01610 Cisteina proteasa 0,021
AT1G02305 Cisteina proteasa 0,016
AT4G21580 Oxidoreductasa 0,018
AT1G78670 ATGGH3 0,022
Estrés i defensa
AT1G47128 RD21 0,021
AT3G23600 Alpha/beta-Hidrolases 0,016
AT5G13800 PPH 0,016
AT1G11910 APA1 0,018
AT4G24220 VEP1 0,020
AT4G39090 RD19 0,019
AT4G32940 GAMMA-VPE 0,018
AT5G46180 DELTA-OAT 0,018
AT1G53580 GLX2-3 0,019
Altres
AT3G51000 Alpha/beta-Hidrolases 0,020
AT5G05110 CYS7 0,014
AT5G61820 Desconeguda 0,015
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Taula 3. Gens que es coexpressen amb ERF135, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacio de I'expressié del gen amb el gen d’estudi
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At5g47220.

Categoria funcional Nombre d’accés Descripcio Pes
Regulacio
AT4G17500 ATERF1 0,026
AT1G73500 ATMKK9 0,021
AT1G06160 AP2/ERF59 0,029
AT1G80840 WRKY40 0,017
AT1G28370 ERF11 0,021
AT5G61600 ERF104 0,020
AT1G18570 MYB51 0,021
AT1G27730 STZ 0,016
AT3G56710 SIB1 0,020
AT3G55980 SZF1 0,017
AT4G31800 WRKY18 0,023
Modificacié RNA
AT3G44260 CAF1-9 0,020
Estrés i defensa
AT1G76650 CML38 0,018
AT3G45640 ATMPK3 0,022
AT3G16720 ATL2 0,021
Altres
AT2G25735 Desconeguda 0,019
AT2G26530 AR781 0,021
AT5G52750 Transportador de metalls pesants 0,017
AT4G36500 Desconeguda 0,018
AT2G26190 Familia proteica d’unié Calmodulina 0,018
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Taula 4. Gens que es coexpressen amb RACK1B, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I'expressié del gen amb el gen d’estudi

per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At1g48630.

Categoria funcional Nombre d'accés Descripcio Pes
Regulacié
AT3G18130 RACK1C 0,019
Modificacio RNA
AT4G25630 FIB2 0,018
AT5G22440 RPL10AC 0,018
Implicat en la traduccié
AT2G32060 Proteina ribosomal 0,016
AT3G07110 RPL13AA 0,015
AT4G10450 RPLOD 0,016
AT3G16780 RPL19B 0,015
AT5G61170 RPS19C 0,022
AT5G02870 RPL4D 0,016
AT3G10610 RPS17C 0,023
AT4G31700 Proteina ribosomal 0,018
AT3G16080 RPL37C 0,019
AT1G26910 RPL10B 0,016
AT3G09630 RPL4A 0,017
AT5G58420 RPS4D 0,017
AT2G36620 RPL24A 0,020
AT3G44590 Proteina ribosomal 0,014
AT5G16130 RPS7C 0,017
AT1G72370 P40 0,014
Altres
AT4G10480 Desconeguda 0,015
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Els elements reguladors en «is del promotor (2.500 bases #pstrearz del codéd d’inici) de
cadascun dels possibles interactors es va analitzar mitjangant I'eina PlantCare. Cal tenir en
compte que no tots els elements han de perque ser funcionals, perd si que pot donar una
visié més general dels estimuls pels quals es troben regulats aquests gens. La regié promotora
analitzada de la StCisteina proteinasa 3 (Taula 5) va predir que hi pot haver una regulaci6 a
nivell d’estres biotic 1 abiotic, perd també per llum i hormones (gibberel-lines, acid salicilic,
metil jasmonat i etil¢). A nivell tissular només es va trobar regulaci6 a nivell d’endosperma.
En el cas d’S/ERF735 (Taula 6) també es va poder observar regulacié a nivell d’estres, molts
elements reguladors relacionats amb la llum i el cicle circadia. SZERF735 pot estar regulat
també a nivell hormonal (gibberel-lines, acid salicilic, MeJA, etile, acid abscisic i1 auxines). A
nivell tissular, dnicament vam trobar regulacié a Pendosperma. Per ultim, el promotor
d’SIRACKTB (Taula 7) va mostrar regulacié a nivell d’estres i hormonal (gibberel-lines,
L’analisis dels elementes reguladors en ¢s ens posa de manifest que aquests tres candidats es
regulen a nivell d’estres, igual que ho fa la proteina StRIK 1 també a nivell hormonal, on
concretament 'StERF135 1 'StRACKIB tenen regulacié hormonal per acid absicic, al igual

que la proteina StRIK (Boher, 2016).
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Taula 5. Elements reguladors en cis de la possible regioé promotora d’StCisteina proteinasa 3 agrupat per categories funcionals.

Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequéncia Quantitat
Estrés Element essencial per la induccié anaerobica ARE TGGTTT 2
Element de resposta antiflingica BOX-W1 TTGACC 1
Element regulador involucrat en la resposta a estrés per calor HSE AAAAAATTTC 1
Unié a MYB involucrat en la inducci6 a farmacs MBS TAACTG 1
Element de resposta a estrés TC-rich repeats ATTTTCTCCA 3
Hormones Element de resposta a gibberellines GARE-motif TCTGTTG 1
Element de resposta a gibberellines TATC-box TATCCCA 2
Element regulador en cis de resposta a acid salicilic TCA-element CCATCTTTTT 3
Element regulador involucrat en resposta a MeJA CGTCA-motif CGTA 7
Element regulador involucrat en resposta a MeJA TGACG-motif TGACG 7
Element de resposta a etilé ERE ATTTCAAA 2
Llum Element de resposta a llum ACE AAAACGTTTA 1
Part d’'un modul de resposta a la llum AT1-motif ATTAATTTTACA 1
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum BOX4 ATTAAT 5
Element de resposta a llum BOX1 TTGACC 3
Part d’un element de resposta a llum CATT-motif GCATTC 1
Element involucrat en el control circadia Circadian CAANNNNATC 1
Part d’un element de resposta a llum GA-motif ATAGATAA 1
Part d’un element de resposta a llum GAG-motif AGAGATG 1
Element de resposta a llum GT1-motif GGTTAAT 2
Element de resposta a llum SP1 GGGCGG 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTT 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTC 2
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Part d’un element de resposta a llum TCT-motif TCTTAC 1
Part d’un element de resposta a llum TCCC-motif TCTCCCT 2
Element regulador involucrat en la resposta a baixa temperatura LTR CCGAAA 1
Part d’un element de resposta a llum LAMP-element CTTTATCA 1
Element de resposta a llum MNF1 GTGCCC(A/T)(A/T) 1
Especificitat tissular Involucrat en I'expressié de I'endosperma GCN4 motif TGTGTCA 1
Requerit per I'expressié a I'endosperma Skn-1 motif GTCAT 9
Altres Augment dels nivell de transcripcié 5’UTR Py-rich TTTCTTCTCT 2
Com en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAT 26
Com en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CCAAT
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAATT
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAAT 16
Com en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box gGCAAT
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TTTAAAAA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TTTTA 26
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAT 8
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAATT 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TAATA 24
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATTATA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TAAAAATAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATA 22
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAA 10
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAA
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAT 13
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Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATACA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box CCTATAAATT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box taTATAAAtc 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATTTAAA 4
Regulacié del metabolisme de la zeina 02-site GTTGACGTGA 1
Desconeguda Unnamed4 CTCC 13
W-box TTGACC 1

Unnamed1 GAATTTAATTAA 1

ATGCAAAT motif ATACAAAT 1

Unnamed6 taTAAATATct 1
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Taula 6. Elements reguladors en cis de la possible regioé promotora d’'StERF135 agrupat per categories funcionals.

Grup de resposta Possible funcio Nom del motiu Seqiiéncia Quantitat
Estrés Element essencial per la inducci6é anaerdbica ARE TGGTTT 2
Element de resposta antiflingica BOX-W1 TTGACC 1
Element regulador involucrat en la resposta a estrés per calor HSE AAAAAATTTC 3
Element de resposta a estrés TC-rich repeats ATTTTCTCCA 5
Hormones Element de resposta a gibberellines GARE-motif AAACAGA 1
Element regulador en cis de resposta a acid salicilic TCA-element GAGAAGAATA 1
Element regulador involucrat en resposta a MeJA CGTCA-motif CGTA 1
Element regulador involucrat en resposta a MeJA TGACG-motif TGACG 1
Element de resposta a etilé ERE ATTTCAAA 1
Element de resposta a acid abscisic ABRE CACGTG 1
Element de resposta a auxines TGA-element AACGAC 1
Llum Element de resposta a llum ACE CTAACGTTTA 1
Part d’'un modul de resposta a llum AE-box AGAAACTT 2
Part d’un modul conservat de DNA de resposta a llum BOX4 ATTAAT 5
Element de resposta a llum BOX1 TTTCAAA 2
Element involucrat en el control circadia Circadian CAANNNNATC 2
Element de resposta a llum SP1 CC(G/A)CCC 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTG 2
Part d’'un element de resposta a llum TCT-motif TCTTAC 3
Element regulador involucrat en la resposta a baixa temperatura LTR CCGAAA 1
Lloc d’'unié a MYB en resposta a llum MRE AACCTAA 1
Part d’'un element de resposta a llum Chs-CMA1la TTACTTAA 2
Element de resposta a llum 3-AF1 AAGAGATAAAA 1
Part d’'un element de resposta a llum I-box TACGATAACC 2
Part d’'un element de resposta a llum TCT-motif TCTTAC 2
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Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequéncia Quantitat

Especificitat tissular Involucrat en I'expressi6 de I'endosperma GCN4 motif TGTGTCA 1
Requerit per I'expressié a I'endosperma Skn-1 motif GTCAT 9

Altres Augment dels nivell de transcripcio 5'UTR Py-rich TTTCTTCTCT 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CAAT 11
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CCAAT 3
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CAATT 7
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAAT 27
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box gGCAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box TTTAAAAA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TTTTA 43
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAT 16
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAAT 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAT 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TAATA 25
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATTATA 6
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAGAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATA 33
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAA 13
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAA 11
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAAA 5
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAATT 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATACA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ccTATAAAaa 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box CCTATAAATT 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box taTATAAAtc 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box TATATAA 5
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATTTAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TACATAAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATATATA 9
Regulacié del metabolisme de la zeina 02-site GTTGACGTGA 1
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Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequéncia Quantitat

Desconeguda Unnamed4 CTCC 8
W-box TTGACC 1
Unnamed1 GAATTTAATTAA 1
Unnamed1 CGTGG 1
Unnamed6 taTAAATATct 2
Unnamed2 ATTAAATTTTAAATT 1
Unnamed3 CGTGG 1
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Taula 7. Elements reguladors en cis de la possible regié promotora d’'StRACK1B agrupat per categories funcionals.

Grup de resposta Possible funcio Nom del motiu Seqiiéncia Quantitat
Estrés Element essencial per la inducci6é anaerdbica ARE TGGTTT 1
Element regulador involucrat en la resposta a estrés per calor HSE AAAAAATTTC 1
Element de resposta a estrés TC-rich repeats ATTTTCTCCA 3
Unié a MYB involucrat en la induccié a farmacs MBS TAACTG 1
Hormones Element de resposta a gibberellines P-box CCTTTTG 1
Element de resposta a gibberellines GARE-motif AAACAGA 1
Element regulador involucrat en resposta a MeJA CGTCA-motif CGTA 1
Element regulador involucrat en resposta a MeJA TGACG-motif TGACG 1
Element de resposta a etilé ERE ATTTCAAA 1
Element de resposta a acid abscisic ABRE TACGTG 1
Llum Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum BOX4 ATTAAT 4
Element de resposta a llum BOX1 TTTCAAA 2
Element involucrat en el control circadia Circadian CAANNNNATC 3
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTG 3
Part d’'un element de resposta a llum TCT-motif TCTTAC 2
Element regulador involucrat en la resposta a baixa temperatura LTR CCGAAA 1
Part d’'un element de resposta a llum Chs-CMA1la TTACTTAA 2
Part d’'un element de resposta a llum GAG-motif AGAGATG 4
Element de resposta a llum GT1-motif GGTTAA 1

53



/RESULTATS I DISCUSSIO/

Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequléncia Quantitat
Altres Augment dels nivell de transcripcio 5'UTR Py-rich TTTCTTCTCT 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAT 25
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CCAAT 2
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CAATT 3
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CAAAT 6
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TTTAAAAA 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TTTTA 44
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAT 5
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAAT 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TAATA 23
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATTATA 5
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATA 23
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAA 10
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAATT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATACA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box cCTATAAAaa 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box taTATAAAtc 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATTTAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TACATAAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATATA 1
Lloc d'uni6 a proteina BOX3 CATTTACACT 1
Desconeguda Unnamed4 CTCC 6
TATCCAT/C-motif TATCCAT 1
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3.1.3.4-Localitzaci6 subcekular
Per confirmar la localitzacié subcel-lular de les possibles proteines interactores StCisteina
proteinasa 3, StERF135 i StRACKI1B i st ho fan d’acord amb la localitzacié del seu possible
interactor StRIK, es van transformar transitoriament fulles de Nicotiana benthamiana (tabac)
mitjancant Agrobacterium tumefaciens. StRIK 1 les proteines candidates es van sobreexpressar
utilitzant el promotor constitutiu CaMV35S i es va fusionar la proteina fluorescent vermella
(RFP) i la proteina fluorescent verda (GFP) a 'extrem N-terminal de la regié codificant de
cadascuna de les proteines (ProCaM17358:DsRED-StRIK, ProCaM1/358:GFP-StRACKTB,
ProCaM[V358:GFP-StCisteina proteinasa 3 1 ProCaM17358:GFP-StERF135). Es va coinfiltrar
amb I'inhibidor de silenciament p19 (Lakatos et al., 2004). Després de 72 hores d’infecci6 es
van observar les cellules al microscopi confocal. Pel que fa a StRIK, es va confirmar la seva
localitzacié subcellular a nucli, tal i com s’havia descrit anteriorment (Boher, 2016) (Figura
13A 1 B). En el cas de la proteina StRACKIB la fluorescéncia verda es localitzava a
citoplasma 1 en ocasions al nucli de la c¢l-lula (Figura 13C i D). Pel que fa a I'StCisteina
proteinasa 3, la proteina també s’acumulava a citoplasma 1 en ocasions al nucli de la cel'lula
(Figura 13E i F), pero addicionalment s’observaven també en granuls que podrien
correspondre a peroxisomes (Quan et al., 2013; Quan et al., 2010), lisosomes (Richau et al,,
2012; Stoka et al., 2005) o vacuols (Kotzer et al., 2004) en determinades cel-lules (Figura
13G 1 H). Les observacions estarien d’acord amb que les proteines citoplasmatiques sovint es
localitzen de manera dual en el nucli, excepte aquelles que s’exclourien del nucli per tenir una
senyal d’export nuclear o bé per tenir mides massa grans que evitarien que poguessin passar
passivament pels porus nuclears (Waadt et al., 2014). No obstant, les observacions difereixen
de la predicci6 z silico ’StRACKI1B de localitzacié unica al citosol 1 d’StCisteina proteinasa 3
en la zona extracel-lular. Pel que fa a la proteina StERF135, es concentrava en un unic punt
dins de cada cél'lula corresponent al patré tipic de proteines que es localitzen a nucli (Figura
131 1 J). Aixi, les tres proteines seleccionades a interaccionar amb StRIK es localitzaven a

nucli i/o podien difondre-hi pel que reforca la seva possible interaccié amb StRIK.
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Figura 13. Localitzacions subcellulars de les proteines d’estudi StRIK, StRACK1B, StCisteina
proteinasa 3 i StERF135. A I'esquerra de la imatge es mostra el camp confocal amb fluorescéncia, a la
dreta es mostra la superposicié d’aquest camp amb el camp clar. A) i B) Localitzacié de la proteina
StRIK unida a una proteina fluorescent vermella (RFP); C) i D) Localitzacié de la proteina StRACK1B
unida a una proteina fluorescent verda (GFP). Les fletxes vermelles indiquen el nucli de la céllula; E)--
H) Localitzacié de la proteina StCisteina proteinasa 3 unida a una proteina fluorescent verda (GFP).
Les fletxes blanques indiquen granuls; ) i J) Localitzacié de la proteina StERF135 unida a una proteina

fluorescent verda (GFP). Escala: 40 um.
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3.1.3.5-Coexpressio6 de la proteina StCisteina proteinasa 3 i StRACK1B amb la

proteina StRIK
Donat que la proteina StRIK es localitzava a nucli i que la proteina StRACKI1B i la StCisteina
proteinasa 3 presentaven amb molta freqiiencia d’altres localitzacions, es va estudiar si la
presencia d’aquestes proteines a nucli depenia de la presencia d’StRIK. No es va realitzar
'assaig amb I'StERF135 ates que ja es localitzava a nucli. L’assaig es va dur a terme de la
mateixa manera que en I'assaig de la localitzacié subcel-lular, pero amb la diferéncia que en
aquest cas es van coinfiltrar 3 proteines (StRIK + StCisteina proteinasa 3 + P19 o StRIK +
StRACKIB + P19). Per tal de poder incorporar a la imatge tota la informaci6 dels diferents
plans en profunditat, les imatges corresponen a una projeccié en Z de maxima intensitat. Els
resultats mostren que la proteina StRACKI1B es localitzava a nucli amb la proteina StRIK, tot

1 que no ho feia sempre (Figura 14A, B i C).

StRIK-GFP

StRACK1B-GFP
ddUMIYIS
+
d49-9TMOVHIS

StCisteina proteinasa 3-GFP
d4U-MIHIS
+
d49-ceseulgiold euiRsIOlNS

Figura 14. Coexpressié de les proteines StCisteina proteinasa 3 i StRACK1B amb la proteina StRIK.
Les proteines StCisteina proteinasa 3 i StRACK1B tenen fusionades una proteina fluorescent verda
(GFP). La proteina StRIK té fusionada una proteina fluorescent vermella (RFP). A) i D) Localitzacié de la
proteina StRACK1B i de la proteina StCisteina proteinasa 3 respectivament; B) i E) Localitzacié de la
proteina StRIK; C) Solapament de A) i B); F) Solapament de D) i E). Escala: 40 um. Imatges

corresponents a la projeccié Z de maxima intensitat mitjangant microscopi confocal.
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En la Figura 15 es pot observar un nucli on coexpressen les dues proteines 1 un altre que no.
LLa mateixa observaci6 es va fer per la StCisteina proteinasa 3, la qual a vegades viatjava a
nuclis on s’hi trobava també StRIK (Figura 14C, D i E), pero a vegades es mantenia en
d’altres localitzacions tals com citoplasma o granuls que podrien correspondre a peroxisomes
(Quan et al.,, 2013; Quan et al., 2010), lisosomes (Richau et al., 2012; Stoka et al., 2005) o

vacuols (Kotzer et al., 2004) en determinades cel-lules.

100 ~

A) 9o | EStRACKIB

g0 | WSRACKIB + StRIK
70
60 | *
50 -

% nuclis

40 -
30 -
20
10 -

D ,
DINS NUCL

FORA NUCLI

Figura 15. Recompte de nuclis observats en la coexpressié de la proteina StRIK amb la proteina
StRACK1B i localitzacié d’StRACK1B a dins i fora del nucli. A) Recompte de nuclis. El color gris ens
mostra els nuclis recomptats quan només expressem la proteina StRACK1B. El color negre ens mostra
la coexpressio de la proteina StRACK1B amb la proteina StRIK. S’ha realitzat un test estadistic t per a
mostres independents (p<0.001); B) Localitzacié d’StRACK1B a nucli; C) Localitzacié d’StRACK1B fora

de nucli. Les fletxes blanques indiquen el nucli. Escala: 40 um.

Les observacions de I'expressié d’StRACKI1B amb i sense StRIK va mostrar preliminarment
que la localitzaci6 a nucli de la proteina StRACK1B augmentava quan es coexpressava amb la
proteina StRIK. Per aixo es va realitzar un recompte de nuclis que acumulaven StRACK1B
amb i sense la coexpressi6 d’SZRIK. Els resultats ens indiquen de manera significativa

(p<0.001) que sense sobreexpressar S/RIK, només un 21% de les cel'lules que acumulen
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StRACKI1B ho fan, a més del citoplasma, al nucli. Mentre que quan es sobreexpressen
conjuntament les dues proteines (StRACKI1B-GFP i StRIK-DsRED) aquest valor augmenta
fins al 49,8% (Figura 15). Aquest augment de la localitzacié d’StRACKIB a nucli en
presencia d’StRIK es podria explicar per la interaccié de les dues proteines i posterior
desplacament del complex, liderat per StRIK, cap a nucli. En el recompte es va considerar
que StRACKI1B no s’acumulava a nucli en cél'lules on es detectava expressié en altres

compartiments (Figura 15 B).
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3.2-ldentificaci6 i caracteritzacié de gens candidats de la regulacio i el
transport dels monomers de suberina
3.2.1-ERF: candidat de la regulacio del teixit

3.2.1.1-ldentificacié dels ERFs de patata candidats per tenir un paper en el
fellema
La familia Ethylene Responsive Factor (ERF) és un dels grups més grans de factors de
transcripcié en les plantes, les quals contenen un domini conservat d’unié a DNA anomenat
AP2. S’ha demostrat que aquests ERF juguen un paper molt important en la regulacié de
Pestres biotic (Park et al., 2001) i 'estres abiotic (Zarei et al., 2011), aixi com en la regulacié
de lipids (Licausi et al., 2013).
Per tal de coné¢ixer com es comporten en diferents teixits tots aquells gens que contenen un
domini AP2 en Solanum tuberosum, es van seleccionar 153 gens codificants per als factors de
transcripci6 ERF descrits en patata (Charfeddine et al., 2015) i es va estudiar el seu patrd
d’expressio a partir dels dos genotips (doble monoploide i heterozigot diploide) basant-nos
en les dades generades per RNAseq de 32 teixits i condicions de creixement (Massa et al.,
2011). Es van considerar bons candidats aquells gens que s’expressaven de forma preferent
en teixits que presentaven cel'lules amb paret suberificada, com seria el cas de la pela del
tubercle i Iarrel. Dels 153 gens que formen la familia I’ERF en patata, 92 no presentaven
expressio ni a la pela del tubercle ni a I'arrel, motiu pel qual van ser descartats. De la mateixa
manera, també es van descartar 9 gens que no tenien expressioé en arrel i que coincidia amb
una expressié baixa en pela (maxima de 10 FPKMs). Per ultim degut a la seva poca
especificitat també es van excloure 17 gens que presentaven un patré d’expressio general en
tots els teixits. Pels 35 gens restants, els resultats d’expressio en diferents teixits i organs de la
planta es mostren en un Heatmap (Figura 16), on el color groc indica nivells d’expressié més
elevats respecte el color verd.
Els gens StERF57, StERF93, StERF134, StERF156 1 StERF162 presentaven una elevada
expressio a la pela del tubercle (>30 FPKMs) i tots ells, excepte 'S#ERET34, presentaven
també una elevada expressié a arrel (> 30 FPKMs) (Figura 16). Es interessant de constatar
que Pexpressio en arrel i fel'lema d’aquests gens correlacionava amb una expressié elevada a
peciol, 1 que per tots ells 'expressié en altres teixits era molt feble o inclas nul‘la (Figura 16).
A Pobservar 'agrupaci6 jerarquica dels 35 gens segons el seu patré d’expressio es va poder
observar que els 4 gens d’interes StERF57, SIERF93, StERF156 1 SIERF162 es trobaven

agrupats. Basant-nos en Pespecificitat d’expressié en la pell del tubercle de la patata, es pot
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determinar que 'S7ERF93 és el millor candidat per a la regulacié del procés de suberificacio,
ja que conté els valors més baixos en cortex i parénquima del tubercle (2,9 1 1,9 FPKMs
respectivament). L’expressiéo d’S#ERF93 es mostra en un pictograma d’eFP Browser (Winter
et al., 2007) dels diferents teixits i organs de la patata, també basat en les dades d’RNAseq de
Massa et al. (2011) 1 Xu et al. (2011) (Figura Suplementaria 4A).

Figura 16. Heatmap i agrupacio6 jerarquica de I'expressio en diferents teixits de 35 gens ERF de la
familia IX usant dades de Solanum tuberosum varietat Phureja (Massa et al., 2011; Xu et al., 2011). El
color verd indica nulla o baixa expressi6. El color groc indica elevada expressié. Subratllats i en

vermell els gens més important mencionats en el text.

3.2.1.2-Homologia, filogénia i identificacié dels dominis conservats d’StERF93
Per tal d’identificar els possibles ortolegs d’SZERF93 a Arabidopsis es van identificar els gens

més semblants a través d’un BlastX contra la base de dades d’Arabidopsis (TAIR,
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http://www.arabidopsis.org), que juntament amb els gens paralegs a patata identificats a
través d’'un BlastN a la base de dades de patata (Potato Genome Sequence Consorcinm
(http:/ /solanaceae.plantbiology.msu.edu/index.shtml), van permetre construir un filograma
(Figura 17). Tant les sequéncies d’Arabidopsis com de patata identificades es troben en el
grup IX dins la familia ’ERF (Charfeddine et al., 2015; Nakano et al., 2006). Cal remarcar
també que els 3 gens descrits anteriorment amb expressié comparable a SZERF93 -SHERF5T,
StERF156 1 StERF162- corresponen a la vegada als gens paralegs identificats en patata.
Aquest fet pressuposa una possible redundancia funcional entre ells.

El filograma NJ (Figura 17) mostra que no hi ha una clara relacié d’ortologia i que per tant
qualsevol de les seqiiencies d’Arabidopsis podria ser ortologa dI’StERF93 ja que per una
banda s’agrupen les proteines d’Arabidopsis i per Ialtra s’agrupen les proteines de patata.
També es va realitzar 'arbre filogenetic amb el metode UPGMA obtenint resultats molt
similars als anteriors (Figura Suplementaria 5). Degut a que no es pot determinar 'ortoleg
d’Arabidopsis no es van realitzar els assajos de coexpressié utilitzant les eines 7 silico

disponibles.

Figura 17. Arbre filogenétic d’'StERF93, els seus paralegs a patata i els respectius possibles ortolegs a
Arabidopsis. L'arbre s’ha realitzat utilitzant el métode Neighbor-Joining a partir d’una matriu JTT i
modelada amb una distribucié gamma =1 a partir del programa MEGAB. Es va utilitzar un bootstrap de
1000 repliques i es va utilitzar un llindar de bootstrap de >75 sobre 100 per la separacié de les
branques. Totes les posicions ambiglies es van eliminar per a cada parell de seqliéncies. Hi va haver
un total de 330 posicions en I'GItim conjunt de dades. També es va realitzar I'arbre utilitzant el métode

UPGMA (Figura Suplementaria 5) on els resultats eren molt similars.

L’analisi estructural dels gens ERF que formen el grup IX al qual S#ERF93 pertany, es
caracteritza per contenir un domini AP2, punts de fosforilacié a MAP quinases i per ser gens
que s’indueixen en resposta a infeccions de patogens en Arabidopsis i arros (Nakano et al.,

2000). Especificament, la proteina StERF93 consta de 296 aminoacids i segons el programa
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liute Motif finder (http://www.genome.jp/tools/motif/) el domini AP2 esta comprés entre
I'aminoacid 141 1 191. I’alineament de les seqiiéncies proteiques d’StERF93 amb els paralegs
a patata (StERF51, StERF156 i StERF162) mitjancant el programari lliure Bioedit Sequence
Aligment Editor (Hall, 1999) i I'aplicacié del programa ClustalW (EMBL-EBI) identifica el
domini AP2 en totes les proteines (Figura 18). També es va identificar un domini CMIX-5
(Nakano et al.,, 2000) a Pextrem C-terminal relacionat amb punts de fosforilaci6 a MAP
quinases i un domini CMIX-2 conservat a extrem N-terminal que podria correspondre a
regions acidiques que actuarien com a possibles dominis d’activacié6 de la transcripcid
(Fujimoto et al., 2000).

CMIX-2 (525 aa)

StERF51 GIGE-P QE TCTENNNT ARSI - F1
StERF93 M S S5
StERF156 WICKSPQGTCS
StERF162 WIGHSPQGTCS

fiSOSCGESVDKSCFSFEMTOSEN-LDDISSFFSASSKTEYD 67
MCSSSSSSETSSTLYSOWSLNEESLESLTSEIKLESNFSEY 63
MCS——————- NTCFSFEMTOTH----—---——----- KTEFD 49
FCS-———--—- NTCFSFEMTQTH-------------—- KTEFD 49

StERF51 GFQEFFREPHVMSE ————————— J gy ——————— AEPVVQ 107
StERF93 POIINTEQS LNLEEASRLEDNST IE FQAK PQIERSIN DISSSINN T Sipss VEKTEEPETGEVETE Y SO 133
StERF156 GEQEIEMKPHVISENS--—--—-—--—————— PO SNIGE ERSInN V AIgS — —— —— ———————— AKAVVE 92
StERF162 GEQEIEMKPHVISENS--——-——-—-—-—————— PO SNIJE ERSSgImy vV AIgS — —— —— ———————— AKAVVE 92
StERF51 177
StERF93 YRGVEMEPWG FAAEIRDP#RP TRVWLGTE] ) YDR LGSK 203
StERF156 X PWG FAAEIRDPHRF TRVWLGTE] ) YDR LGSK 162
StERF162 WEEKGTRVWLGTE] ) 162
StERF51 235
StERF93 SIMUDSGNG 270
StERF156 1 TIDG-—-—- 227
StERF162 N LON-HDDDVEIKTEMKSSGS-MWNETEDLVMKKEVKIEEN-RDVVTAS —|lgas EGGDE 228

StERF51
StERF93
StERF156
StERF162

Figura 18. Alineament de les sequéncies d’StERF93 i els seus paralegs StERF51, StERF156 i
StERF162 en patata. Es marquen amb una linia els tres dominis conservats i els aminoacids que
comprenen aquests dominis a la proteina StERF93. Es mostren en negre els aminoacids conservats i

en gris aquells que sbn similars.

3.2.1.3-Predicci6 de la regulacié d’StERF93 per estrés
Per comprovar si S#ERF93 es regula per estres, es van analitzar les dades d’estres biotic i
estres abiotic del transcriptoma de doble monoploide de patatera (Massa et al.,, 2011). Els
resultats d’estrés abiotic evidencien que aquest gen s’indueix significativament en plantes
crescudes zz vitro 1 tractades durant 24 h amb sal, amb mannitol i per calor (35°C). Quan es

fan tractaments amb hormones es pot observar inducci6 amb gibberellines (GA,) 1
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citoquinines (BAP), mentre que expressio del gen es reprimeix en preséncia d’acid abscisic
(ABA) 1 auxines (IAA), encara que aquest ultim ho fa lleugerament (Figura 19).
Sorprenentment, tot i que el gen SZERF93 forma part del grup IX que es considera un grup
de resposta a defensa (Nakano et al., 2000), el tractament de fulles amb Phytophtora infestans
reprimeix lleugerament I'expressié del gen, en consonancia amb la repressié de 'expressio
amb fulles tractades amb inductors de resposta de defensa BABA i BTH. En canvi la ferida

té capacitat per induir SZERF93 a fulles. Es representen també els resultats en un pictograma

d’eFP Browser (Winter et al., 2007) (Figura Suplementaria 4B).

Expressid in silico d'estrés i hormonal en StERFO3

Control (sal;mannitol, planta completa in vitro, medi B)
Sal- 150 mM NaCl, 24 h
Mannitol -260 uM, 24 h
Control (tractament 35C, planta completa in vitro, medi A)
Calor-35°C, 24 h |
Control (IAA; GA3; BAP; ABA, planta completa in vitro, Medi C) | ]
IAA-10 UM, 24 h ]
GA3-50 M, 24 | |
BAP-10 uM, 24 h I
ABA-50 M, 24 h | ]
Control estrés biotic
Fulles infectades amb Phytophtora infestans (24 h/ 48 h/ 72 h)
Fulles tractades amb BABA (24 h/ 48 h/ 72 h)
Fulles tractades amb BTH (24 h/ 48 h/ 72 h)
Fulles - Teixit primari ferit | ]

Fulles - Teixit secundari ferit ]

o
=
o
N
S
w
S
~
o
o1
o
[o2)
o

FPKMstl

Figura 19. Representacié de I'expressio in silico d’StERF93 en diferents tractaments d’estrés i
hormonals segons dades d’RNAseq (Massa et al.,, 2011; Xu et al., 2011). Es representen els nivells
d’expressid expressats en FPKMs segons els tractaments realitzats. Cada tractament esta marcat

amb un color diferent.

Paral-lelament, es van analitzar els elements reguladors en cs del promotor d’SZERF93
mitjangant eina PlantCare utilitzant la seqtiencia de 2.480 bases que esta #pstrean de la zona
codificant del gen (Taula 8). Segons les prediccions s’observen caixes de regulacié per estres
abiotic (sobretot per temperatura) i biotic, com també per hormones (auxines, acid abscisic i
metil jasmonat) i llum. A nivell tissular només es troba regulacié en 'endosperma. Aquestes
prediccions sén coherents amb la induccié d’SZERFI3 per calor i la repressié per auxines i

ABA determinada per RNA-seq (Massa et al., 2011).
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3.2.1.4-Expressio en teixits nadius de patatera d‘StERF93
Per tal de verificar la induccié del gen S7ZERF93 en teixits suberitzats, es va analitzar
'acumulaci6 de transcrit mitjangant RT-qPCR en diferents organs i teixits (fulla, tija, arrel,
fel'lema 1 parenquima de tubercle). Com es pot observar a la Figura 20A, SZERF93 s’expressa
principalment a fel-lema i arrel, en menor grau a fulla i tija, i molt discretament a parénquima
del tubercle. Aixo ens suggereix que SZERF93 pot tenir un paper important en aquells teixits

que tenen suberitzacié constitutiva.

Figura 20. Expressi6 tissular d’'StERF93. (A) Expressioé d'StERF93 (en abundancia relativa de transcrit,
RTA) en diferents teixits (fellema i parénquima de tubercle) i organs (tija, arrel i fulla) mitjancant RT-
gPCR. (B) Nivells d’expressié post-ferida al llarg del temps d’StERF93 en tubercle ferit. (C) Nivells
d’expressio post-ferida al llarg del temps d’StERF93 en fulla ferida. Les dades mostren la mitjana i la

desviaci6 estandard de dues répliques biologiques.
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Taula 8. Elements reguladors en cis de la possible regioé promotora d’StERF93 agrupat per categories funcionals.

Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequéncia Quantitat
Estrés Element essencial regulador en cis per a la induccié anaerobica ARE TGGTTT 8
Resposta a inductor fingic Box-W1 TTGACC 1
Element regulador en cis involucrat en la resposta a estrés per calor HSE AAAAAATTTC 2
Element regulador en cis involucrat en defensa i resposta a estrés TC-rich repeats ATTTTCTCCA 3
Element regulador en cis de respota a les baixes temperatures LTR CCGAAA 1
Hormones Element regulador en cis de resposta a auxines AuxRR-core GGTCCAT 1
Element regulador en cis de resposta a metil jasmonat CGTCA-motif CGTCA 2
Element regulador en cis de resposta a metil jasmonat TGACG motif TGACG 2
Element regulador en cis de resposta a acid abscisic ABRE TACGTG 1
Llum Part d’un modul de resposta a la llum AE-BOX AGAAACAA 2
Part d’un modul de resposta a la llum AT1-motif ATTAATTTTACA 1
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum BOX4 ATTAAT 7
Element de resposta a llum BOX | TTTCAAA 3
Part d’un element de resposta a llum GA-motif ATAGATAA 2
Element de resposta a llum GT1-motif GGTTAA 2
Part d’un element de resposta a llum GAP-box CAAATGAA(A/G)A 1
Part d’un element de resposta a llum GAP-box AAATGGAGA 1
Element regulador en cis de resposta a llum H-box ACCATTTTCACTC 1
Part d’un element regulador a llum LAMP-element CCAAAACCA 1
Element de resposta a llum SP1 CC(G/A)CCC 3
Involucrat en resposta a llum As-2-box GATAatGATG 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTA 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box TACGTG 1
Part d’un element de resposta a llum I-box GATATGG 1
Part d’un element de resposta a llum TCT TCTTAC 1
Especificitat tissular Involucrat en I'expressio de I’'endosperma GCN4 motif TGWGTCA 1

Requerit per I'expressio a I'endosperma Skn-1 motif GTCAT
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Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequéncia Quantitat
Altres Lloc d’unié a proteines BOX Il CATTTACACT 2
Com en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAT 65
Regulador del metabolisme de la zeina 02-site GATGATGTGG 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TTTTA 27
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATATAT 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box ATTATA 6
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TAAAAATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TAATA 18
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TACAAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATA 18
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAA 9
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAA 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATACA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripci6 TATA-box taTATAAAgE 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATTTAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box tcTATAAAta 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TTTAAAAA 3
Desconeguda AAGAA-motif GAAAGAA 3
TATCCAT/C-motif TATCCAT 1
Unnamed4 CTCC 7
Unnamed4 CCCACAGGC 1
W-box TTGACC 1
Unnamed1 CGTGG 1
Unnamed11 TCCACATAGA 1
Unnamed3 CGTGG 1
Unnamed6 taTAAATATct 1
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3.2.1.5-Expressio en teixits cicatricials d’'StERF93

La deposici6 de suberina a les parets cel-lulars permet formar la barrera protectora
hidrofobica en el teixit cicatricial. Per tal de determinar si el gen SZERF93 s’indueix per ferida
1 quina evoluci6 té Pacumulacié de transcrit, es van analitzar els nivells de missatger a
diversos temps compresos entre 0 1 144 hores després de ferir el tubercle i 1a fulla.

Es va dur a terme el perfil temporal d’acumulacié de transcrit durant la cicatritzacié de la
ferida en tubercle de patatera (cv. Monalisa) — adquirit a un distribuidor comercial — en dues
repliques biologiques. Cada réplica biologica incloia tres discos de 13 mm de diametre i 3 mm
d’amplada. Els discos es van incubar en una placa de Petri a la foscor durant 0, 1, 4, 24, 48,
72 1 144 hores post-ferida 1 amb Dlatmosfera saturada d’humitat per permetre el
desenvolupament de la capa de tancament que es forma previament a la formacié del
periderma cicatricial. En el cas de les fulles, la ferida es va realitzar mitjangant unes pinces en
fulles de plantes de patata (cv. Desirée) crescudes 7z vitro 1 es va analitzar 'expressio
d’S’TERF93 a 0, 6, 12, 24, 48 1 144 hores després de la ferida.

En el tubercle ferit, es pot observar que en ambdues répliques biologiques hi ha una induccié
de lexpressié dI’S7ERF93 a temps curts a 1 1 4 hores post-ferida seguits d’'una baixada de
Iexpressio a les 24 hores i de manera progressiva hi ha una segona induccié que arriba a un
maxim significatiu a les 144 hores post-ferida (Figura 20B). En la fulla ferida, tot i que la
replica 2 té un nivell d’expressié més elevat que la replica 1, ambdues tenen una tendéncia
similar. En tots dos casos, hi ha un primer pic d’expressié6 també a temps curts (que
correspon al maxim durant I'analisi) entre les 6-12 hores després de la ferida, seguit també
d’una baixada de P'expressié a les 24 hores després de la lesio. En el cas de la replica 2, els
nivells d’expressi6 no presenten un segon pic maxim d’expressié de tal manera que
Pexpressio no es recupera a les 144 hores on 'expressié del gen SZERF93 es manté propera

als nivells basals d’expressi6 just abans de la ferida (Figura 20C).

3.2.1.6-Localitzaci6 subcekHular d’StERFO3
La localitzaci6 subcel-lular de la proteina StERF93 es va estudiar a través de la transformacioé
transitoria de fulles de Nicotiana benthamiana mitjancant _Agrobacterinm  tumefaciens (soca
GV2260) 1 utilitzant un promotor constitutiu 35S 1 una proteina GFP fusionats a Pextrem N-
terminal de la regi6é codificant d’S#ERF93 (Pro35S8:GFP-StERF93). Es va coinfiltrar amb
Iinhibidor de silenciament P19 (Lakatos et al., 2004). Després de 72 hores post-infeccié es va
detectar que la fluorescencia verda, indicativa de I'acumulacié de la proteina StERF93, es

concentrava en un unic punt dins de cada cel-lula (Figura 21). Aquesta localitzacié de GFP
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d’StERF93 és coherent amb les prediccions obtingudes mitjangant les eines WolfPsort i
ESLPred.

Figura 21. Localitzacié subcellular de la proteina StERF93. A) A I'esquerra de la imatge es mostra el
camp confocal amb fluorescéncia verda (StERF93-GFP); B) A la dreta es mostra la superposicio

d’aquest camp amb el camp clar. Escala: 40 um.

3.2.2-LTP (Lipid transfer protein): candidat del transport dels mondomers de suberina

i ceres associades a la suberina

3.2.2.1-Homologia i filogénia d’StLTPI.3
El transport dels components de la suberina i ceres associades a la paret cel-lular és encara
forca desconegut i en base a treballs previs del grup s’havia evidenciat que les LTP eren
bones candidates en el fel'lema. Inicialment en una llibreria SSH de fel-lema (suro) d’alzina
surera (Quercus suber) es va identificar una LTP (identificadors HO209079 1 HO209080) molt
induida a suro respecte a lleny i embri6 somatic (Soler et al., 2007). En un treball posterior es
va identificar en patata una LTP que també presentava una forta acumulacié en pela
(fel'lema) respecte a parénquima del tubercle (Soler et al., 2011) i que la seva inducci6 es
donava als 9-10 dies després d’induir la tuberitzaci6, coincidint amb la formacié del
periderma (Kloosterman et al., 2008) i coexpressant-se amb altres gens biosinteétics de
subetina com FHT (fatty w-hydroxyacid/fatty —aleohol hydroxcycinnamoyl  transferase) i PAL
(phenylalanine ammonia-lyase) (Soler et al., 2011). Les dues LTP identificades en suro i en patata
presentaven relacié d’ortologia fet que les van subratllar com a candidates molt interessants si
bé I'tnic altre gen que s’ha identificat en els dos sereenings correspon a I'FHT, el qual s’ha
demostrat que té un paper molt rellevant en la funcié del fel-lema i la biosintesis de la

suberina i ceres (Serra et al.,, 2010; Serra et al., 2014). A més cal destacar que aquesta L'TP
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també es va identificar en la llibreria de 454 obtinguda a partir de 'escor¢a externa del suro i
de I'alzina (identificador Q-04567; Boher, 2016).

Per tal d’obtenir la seqiéncia completa de la LTP d’alzina surera es va partir de la seqiiéncia
Q-04567 (1 es wva realitzar un BlastN a la base de dades de surera
(http:/ /www.corkoakdb.org/) per tal de recuperar la sequiéncia més llarga. Es va obtenir una
sequencia codificant complerta amb una homologia significativa del 100% anomenada QS
156628. Per tal d’obtenir la seqiiéncia completa de patata es van utilitzar els codis dels EST's
identificats en P'SSH de patata (HO209079 1 HO209080) i es va realitzar un BlastN a pozato
genome  sequencing  consortium, obtenint la  sequéncia geénica completa (identificador
PGSC0003DMG400031127; PGSC0003DMP400054226).

Per tal de realitzar lanalisi filogenctic, es van identificar també 2 ortolegs
(PGSC0003DMP00022727 i PGSC0003DMP00044288, els de I'arbre) a patata a través d’un
BlastX amb les seqiiencies d’alzina surera (homologia 46% 1 41% respectivament). En I’arbre
s’hi van incloure les proteines del grup I de la familia de LTP a Arabidopsis (Boutrot et al.,
2008), doncs els gens més homolegs identificats a partir d’'un BlastX amb la seqiiencia de

patata PGSC0003DMG400031127 pertanyen a aquest grup.

AILTP 1.1 (At2g15050.2)
AILTP 1.5 (At2g38540.1)
AILTP 1.4 (At2g38530.1)
AILTP 1.8 (At3g51600.1)
AILTP 1.7 (At3g51590.1)

= { AILTP 111 (At5g59310.1)
79 AILTP 112 (At5g59320.1)

PGSC0003DMP400022727

PGSC0003DMP400044288

o= { ALLTP 1.6 (At3g08770.1)
95 ALLTP 1.10 (At5g01870.1)
ALLTP 1.9 (At4g33355.1)

PGSC0003DMP400054226 - StLTPI.3
ALLTP 1.3 (At2918370.1)

99 QS 054199 0

AILTP 1.2 (At2g15325.1)

62

89

64

Figura 22. Arbre filogenétic d’StLTPI.3 i els seus possibles ortolegs a Arabidopsis. L'arbre s’ha realitzat
utilitzant el métode NJ a partir d’'una matriu JTT i modelada amb una distribucié gamma =1 a partir del
programa MEGAG. Es va utilitzar un boostrap de 1000 répliques i els valors de boostrap de >60 sobre
100 es van usar per a la separacié de les branques. Totes les posicions ambiglies es van eliminar per
a cada parell de seqiiéncies. Hi va haver un total de 132 posicions en I'Gltim conjunt de dades. També
es va realitzar I'arbre utilitzant el métode UPGMA (Figura Suplementaria 6) on els resultats eren molt

similars.
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En el filograma resultant utilitzant el metode NJ (Figura 22) es pot observar que la proteina
de suro (QS 156628) és molt propera a la proteina AtLTPL3 (At2g18370) d’Arabidopsis 1
que PGSC0003DMP400054226 s’uneix de manera directe a aquest clade. Aquest analisi
doncs confirma les relacions d’ortologia entre les 3 espécies pel que s’ha anomenat a la
proteina de patata StLTPIL.3 d’acord amb la d’Arabidopsis, PAtLTPL.3. Cal remarcar que en
el cas de l'arbre filogenctic utilitzant el metode UPGMA (Figura Suplementaria 6) els
resultats van ser semblants, si bé en aquest cas la proteina AtLTPL.9 mantenia certa relacid

d’homologia amb les proteines candidates a la suberitzacié agrupades conjuntament.

3.2.2.2-ldentificaci6 dels motius conservats d’StLTPI.3
Tal i com es va descriure (José-Estanyol et al., 2004), les proteines LTP contenen 8 cisteines
conservades que es localitzen en un motiu amb una forma general de C-X -C-X -CC-X_ -
CXC-X,-C-X,-C. Aquest motiu forma 4 ponts disulfur que estabilitzen la cavitat hidrofobica
1 permeten la uni6 de diferents lipids i compostos hidrofobics (Douliez et al., 2000). Per tal
de determinar si aquesta estructura es trobava en la proteina d’estudi StLTPL3, la seva
seqiencia aminoacidica es va alinear juntament amb les proteines AtLTP del grup I
d’Arabidopsis, mitjangant el programa ClustalW (EMBL-EBI). Els resultats mostren que
StLTPL3, a ligual que totes les proteines del grup I d’Arabidopsis, contenen el motiu

conservat de 8 cisteines (Figura 23).

Domini conservat cisteines
StLTPI.3 PGSC0O003DMP40005422 68
AtLTPI.1 (At2glb050) 66
AtLtpIl.2 (At2g15325) &7
AtLtpI.3 (At2gl8370) €3
AtLtpI.4 (At2g38530) €3
AtLtpI.5 (At2g38540) €3
AtLtpl.6 (At3g08770) 57
AtLtpI.7 (At3g51590) 52
AtLtpI.2 (At3g51600) &3
AtLtpI.9 (Atdg33355) &3
AtLtpI.10 (At5g01870) ‘32
AtLtpI.1l (At5g59310) 21
AtLtpI.12 (At5g59320)
StLTPI.3 PGSCO003DMP40005422
AtLTPI.1 (At2gl5050)
AtLtpI.Z (At2gl5325) 81,5SEARTTS -~ ADQYKFDNBGK LSNVALFAPVGPKFDISTIKV — 121
AtLtpl.3 (At2gl8370) TTWSA KSVANSVT-—-VKPELBQAMAS N®GASLPVDASPTVDSTTVG-—— 116
AtLtpI.4 (At2g38530) ASITD QSAAKAVG- PGLNTARMA GIES ASK VNI PYKISASTNNTVR-—— 118
AtLtpI.5 (AtZg38540) AKINTD QGAARALG- SGLNAGREAGI|EKASGVNIPYKISTSTN®KTVE-—— 118
AtLtpI.& (Rt3g08770) AQUISV KSAIGGLTLSPRT IQNSLEM:S KeGVDLPYKFSPSTOMDSIo-— 113
AtLtpI.7 (At3g51590) AQWTP KLAGKEI-—KGLNTDLVAAMAT T®GVSIPYPISFSTN®DSISTAV 119
AtLtpI.8 (At3g51l600) ARWTRINRQQ ‘IQGAARALG—SRLNAGREA-LPGACRVRISYPISART MNTVE-— 118
AtLtpI.9 (At4g33355) APEKABRQV. KSVANTIP--GINDDFRKQMEAKECGVNICVPFSKTVDMNSIN-—— 119
AtLtpI.10 (At5g01870) ATSASINKQG KSVVGRVSYSSIYLKKMAAMEGK®GVKLEYKIDESTN@NSIK-—— 116
AtLtpI.1l (At5g59310) AQRTEIRROO QSAAK---—~— CVNPSLMSCIMEGK®CVS IPYPISTSTN®ATIK-—— 112
AtLtpI.12 (At5g59320) BRTPROOAS :IQSTAKSI——SGLNPSLQS G HEGVS IPYP ISMST N 115

Figura 23. Alineament de les seqiiéncies de LTP del grup | d’Arabidopsis i la proteina d’estudi StLTPI.3.
Es marca amb una linia el domini conservat de 8 cisteines. Es marquen en negre els aminoacids

conservats i en gris aquells que son similars.
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3.2.2.3-Patr6 d’expressio in silico d’'StLTPI.3

Per a lanalisi del patré d’expressié d’SATPL3 es va analitzar els nivells d’expressio en els
diferents teixits a partir de les dades obtingudes per Massa et al., (2011) i el PGCS (2011). Les
dades representades en un beatmap van posar de rellevancia 'elevada expressié d’SATPL3 a la
pela del tubercle, la qual també presentava expressié moderada al tubercle madur i en menor
grau a I'arrel (Figura 24A 1 Figura Suplementaria 7A).

Per tal de determinar si el gen SZL.TPL 3 es regulava per estres biotic o abiotic, es van analitzar
les dades d’RNAseq disponibles (Massa et al., 2011). Pel que fa a l'estrés abiotic es va
observar que SZ.TPL3 s’indueix fortament per exposicié a calor a les 24 hores 1 també
s’'indueix a les 24 hores del tractament amb sal (Figura 24B). Quan s’analitzava 'efecte de les
hormones en la regulacié del gen s’observava que totes les hormones induien la seva
expressio, pero els majors efectes s’observen per citoquinines i ABA, aquesta dltima en
cohereéncia amb la induccid per sal 1 calor. Pel que fa a I'estres biotic, en canvi, no s’observava
inducci6 de I'expressio del gen en cap cas, excepte una petita induccié quan es tracten fulles

amb BTH (Benzothiadiazole), un inductor de resisténcia a malaltia.
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B) Expressibin silico d’estrés i hormonal en StLTPL.3
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Fulles- Teixt primari ferit
Fulles - Telxit secundari ferit
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Figura 24. Heatmap representant els nivells d’expressié (FPKM) d’StLTPI.3 en diversos teixits (A), i en

diferents tractaments d’estrés i hormonals (B).

Per tal de determinar si en coherencia amb els resultats anteriors es trobaven elements
reguladors en «s del promotor d’SATPL3 sensibles als anteriors factors, es va analitzar la
sequencia de 2.377 bases #upstream a la zona codificant mitjancant I'eina PlantCare. Les caixes
reguladores es mostren a la Taula 9. Segons les prediccions es va observar que podia haver-
hi una regulacié a nivell d’estrés biotic, abiotic (sobretot per temperatura), llum 1 hormones
(auxines, acid abscisic, acid salicilic i gibberel-lines). A nivell tissular només es va trobar
regulaci6é en 'endosperma. Aquests resultats complementen 1 en part confirmen els resultats
esmentats anteriorment, on es veia que el gen responia a la temperatura i a hormones com
PABA. Aquests resultats també es mostren en un pictograma d’e¢FP Browser (Figura

Suplementaria 7B).
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Taula 9. Elements reguladors en cis de la possible regioé promotora d’StLTPI.3 agrupat per categories funcionals.

Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequéncia Quantitat
Estrés Element essencial per la induccié anaerobica ARE TGGTTT 4
Element de resposta antiflingica BOX-W1 TTGACC 1
Element regulador en cis involucrat en la resposta a estrés per calor HSE 3
Unié a MYB involucrat en la inducibilitat a drogues ARAAAATTTC
Unié a MYB involucrat en la inducibilitat a drogues MBS 3
Element de resposta a ferida MBS CAACTG 2
WUN-motif TAACTG 1
AAATTTCCT
Hormones Element regulador en cis de resposta a auxines AuxRR-core GGTCCAT 1
Element regulador en cis de resposta a acid abscisic ABRE TACGTG 1
Element de resposta a gibberellines GARE-motif AAACAGA 1
Element regulador en cis de resposta a acid salicilic TCA-motif CAGAAAAGGA 1
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Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequléncia Quantitat

Llum Element de resposta a llum ACE AAAACGTTTA 1
Part d’'un mc:>dul de resposta a la llum AE-BOX . AGAAACAA 1
Part d’un modul conservat de DNA de resposta a llum ATC-motif AGTAATCT 1
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum BOX4 1
Element involucrat en el control circadia Circadian ATTAAT 1
Element involucrat en el control circadia Circadian CAAAGATATC 3
Part d’un element de resposta a llum GAG-motif CAANNNNATC 2
Part d’un element de resposta a llum GAG-motif AAATTTCCT 1
Part d’'un element de resposta a llum GATA-motif 1

Y P ! .' AGAGATG
Part d’'un element de resposta a llum GATT-motif 1
Element de resposta a llum SP1 AGAGAGT 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box GATAGGG 1
Element regulador en c!s de resposta a llum G-box CTGCAGATTTCT 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box 4
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CC(G/ACCC 2
Part d'un element de resposta a llum I-box CACGTA 1
Uni6é a MYB involucrat en la resposta a llum MRE CACGTT 1
Part d’'un element de resposta a llum TCT-motif TACGTG 2

CACGTC

GATATGG

AACCTAA

TCTTAC
Especificitat tissular Involucrat en I'expressi6 de I’endosperma GCN4 motif TGWGTCA 1
Requerit per I'expressié a I'endosperma Skn-1 motif GTCAT ;
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Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequléncia Quantitat
Altres Augment dels nivell de transcripcio 5'UTR Py-rich TTTCTTCTCT 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAT 28
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CCAAT 4
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CAATT 7
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CAAAT 13
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box TGCCAAC 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressié CAAT-box CCCAATTT 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressioé CAAT-box gGCAAT 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TTTTA 14
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAA 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TAAAAATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TAATA 10
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TACAAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATA 13
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAA 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAA 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAAT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATACA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box TATATAA 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ccTATAAAGS 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TAAAGATT 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box taTATAAALC 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATATGT 1
tcTATATALt
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Grup de resposta Possible funcid Nom del motiu Sequléncia Quantitat
Desconeguda CTAG-motif ACTAGCAGAA 1
TATCCAT/C-motif 2
Unnamed4 GAAAGAA 10
W-box cTCC 1
Box-S TCCACATAGA 1
AGCCACC
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3.2.2.4-Expressio en teixits natius de patatera d’StLTPI.3

Per tal de comprovar Pexpressié d‘SZLTPL3 en diversos teixits 1 organs, i també comprovar
Pespecificitat de teixit predita en l'apartat anterior, es va quantificar de manera relativa
I'acumulaci6é de transcrit mitjangant RT-qPCR respecte a un gen constitutiu (#p77, adenine
phosphoribosyl transferase, GenBank CK270447).

Tal i com s’observa a la Figura 25A, 'S71.TPI. 3 presentava una expressié molt elevada a pela
de tubercle respecte a la resta de teixits analitzats. Cal destacar que I'expressié a l'arrel era
molt baixa, amb un valor de 0,02 de RTA. Si bé pero, 'expressié en parénquima de tubercle,
fulla i tija era encara més baixa, practicament nul-la. Aquests resultats confirmem els de
IRNA-seq 1 per tant la gran inducci6 i especificitat d’SZ.TPL3 en la pela del tubercle
(fel'lema), fets que recolzen el possible paper del gen en el transport dels components de la

suberina o les ceres.

Figura 25. Expressi6 tissular d’StLTPL3. (A) Expressié d’StLTPL.3 en diferents teixits (fellema i
parénquima de tubercle) i organs (tija, arrel i fulla) mitjangant RT-gPCR. (B) Nivells d’expressié post-
ferida al llarg del temps d’StLTPL3 en tubercle ferit. (C) Nivells d’expressid post-ferida al llarg del
temps d’StLTPI.3 en fulla ferida. Les dades mostren la mitjana i la desviacid estandard de dues

répliques biologiques.
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3.2.2.5-Expressio en teixits cicatricials d’StLTP 1.3

Tal i com s’ha dit anteriorment, la formacié dels teixits cicatricials és un bon model pels gens
candidats de la suberitzacié. Es per aixo que es va analitzar si el gen SA.TPL3 es regulava per
la ferida i quina era I’evolucié de 'acumulacié de transcrit al llarg del temps.

En el tubercle ferit, es va observar que ambdues répliques tenien un patrd d’expressié molt
similar, fet que donava robustesa als nostres analisis. Es va observar que I'SA.TPL3 es
comengava a expressar a partir de les 48 hores i anava augmentant progressivament fins a les
144 hores (Figura 25B). En el cas de la fulla ferida, 'expressiéo d’S7Z.TPL3 comencava a les

144 hores, una mica més tard que en el tubercle ferit (Figura 25C).

3.2.2.6-Localitzaci6 subcekular d’StLTP 1.3
La localitzacié subcel'lular de la proteina StLTP 1.3 es va estudiar també mitjangant
transformaci6 transitoria. Després de 72 hores post-infeccié es va detectar fluorescéncia
verda, indicativa de l'acumulacié de la proteina StLTPL.3, la qual presentava un patrd
compatible amb proteines que es localitzaven al reticle endoplasmatic (Figura 20).
Contrariament, les eines WolfPsort i ESLPred mostraven una prediccié de localitzacié de
I'StLTPL.3 a membrana plasmatica. No obstant, la comparativa de la fluorescencia observada
amb la d’'una proteina de membrana (vegi’s Figura 33) pot permetre descartar que StLTPI.3

sigui una proteina especifica de membrana.

Figura 26. Localitzacié subcellular de la proteina StLTPI.3. A) A I'esquerra de la imatge es mostra el
camp confocal amb fluorescéncia verda (StLTPI.3-GFP); B) A la dreta es mostra la superposicio

d’aquest camp amb el camp clar. Escala: 40 um.
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3.2.2.7-Analisi de coexpressio de diversos gens amb AtLTPI.3

Els estudis de coexpressi6 es van realitzar amb _AATPL3 (Portoleg d’'SATPL3 a
Arabidopsis), utilitzant les dades de Genemania (Warde-Farley et al., 2010). El llistat de gens
que coexpressaven, agrupats per categories funcionals, es mostra a la Taula 10. El resultat de
l'analisi ens va mostrar que la proteina AtLTPL3 coexpressava amb gens lligats a la sintesi i
transport de lipids, Pestres, la defensa i la regulacié. Entre els gens que es coexpressaven,
alguns s’han relacionat amb la sintesi de suberina i ceres, com seria el cas del CYPS86A1 que
codifica per una w-hidroxilasa d’acids grassos de la biosintesi de la suberina (Hofer et al,,
2008; Y. Li et al., 2007), i que és ortoleg al CYP86A33 de patatera (Serra et al., 2009b); o el
FACT (Fatty Aleohol:Caffeoy! Transferase) que és responsable de la sintesi de cafeoil esters de les
ceres de la suberina de I'arrel d’Arabidopsis (Kosma et al., 2012).

Taula 10. Gens que es coexpressen amb AtLTP1.3, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I'expressio del gen amb el gen problema
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a AT2G18370.

Categoria funcional Identificador (codi AGI) Descripcio Pes
Regulacié
ATAG33450 AtMYBG6G9 0,016
AT2G42250 CYP712A1 0,011

Sintesi de lipids

AT5G58860 CYP86A1 0,018
AT5G63560 FACT 0,015
AT2G23540 GDSL 0,017
Transport de lipids
AT3G58550 LTP7/AtLTPG22 0,025
Estrés i defensa
AT2G19990 PR-1-LIKE 0,014
AT2G02120 PDF2.1 0,023
AT1G68850 PER11 0,015
AT2G35380 PER20 0,013
AT2G38390 PER23 0,010
AT2G01520 MLP328 0,017
AT2G01530 MLP329 0,015
AT4G19810 CHIC 0,019
AT3G02885 GASA5 0,014
AT4G11650 ATOSM34 0,011
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Categoria funcional Identificador (codi AGI) Descripcid Pes

Altres AT5G09480 Hydroxyproline rich protein 0,021
AT4G38080 Hydroxyproline rich protein 0,012
AT2G43670 Carbohydrate-binding X8 0,024
AT2G18360 Alpha/beta-Hydrolases 0,012
AT1G04290 Thioesterase superfamily 0,020
AT1G16530 ASYMETRIC LEAVES 2-like 9 0,016
AT4G29740 CKX4 0,014
AT4G20390 Desconeguda 0,021
AT2G47200 Desconeguda 0,012

3.2.3-Els transportadors ABCGs de patatera: StABCGs

3.2.3.1-Homologia i filogénia dels StABCGs

Actualment existeix un ventall de gens ABCGs relacionats amb la suberina. Per una banda a
patata s’ha descrit que el gen S24ABCGT és molt necessari per a la formacié de suberina
(Landgraf et al., 2014). Per altra banda a Arabidopsis, A24ABCGT1 inicialment es va relacionar
amb el transport de lipids (Bird et al., 2007; Luo et al., 2007; Panikashvili et al., 2007) i
posteriorment amb suberina (Panikashvili et al., 2010). Més recentment, s’han descrit tres
ABCGs (AtABCG2, AtABCG6 1 AtABCG20) relacionats directament amb la formaci6 de la
suberina a Arabidopsis (Yadav et al, 2014). Per tal de poder trobar altres proteines
d’Arabidopsis ABCG que poguessin ser candidates pel transport de monomers de suberina i
ceres es van utilitzar els gens ALABCG2, AtABCG6 1 AtABCG20 per identificar ABCGs
que hi coexpressaven mitjangant el programa GeneMania (Warde-Farley et al., 2010). Es va
poder observar que aquests ABCGs de suberina també coexpressaven amb dos nous
ABCGs, ' AtABCG10 amb valors entre 0,017-0,020 i ' AA£ABCG23 amb valors entre 0,017-
0,019, motiu pel qual es va creure que podrien tenir també un paper important en el
transport de suberina. D’acord amb aquesta possible relacié amb la suberina cal destacar que
en les linies silenciades per SZNACT03 (repressor de suberina i ceres) es va observar que els
possibles ortolegs de ' A£4ABCG23, i també I’ A£ABCG11 estaven inhibits (entre 5 1 3 vegades
menys expressats que el control, respectivament), al igual que altres gens implicats en la
formaci6 de la suberina com serien 'FHT o el CYP86A33 (Verdaguer et al., resultats no
publicats).

Per tal de poder estudiar més detalladament els gens ABCGs candidats pel transport de la
suberina i ceres en patata, la seqiiencia dels gens ALABCG2, AtABCG6, AtABCGT0,
AtABCGT11, AtABCG20 i AtABCG23 es van utilitzar per identificar els possibles ortolegs a
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patata a  través dun BlastX a la  base de dades de  patata
(http:/ /solanaceae.plantbiology.msu.edu/index.shtml). Es va construir un filograma (Figura
27) mitjancant totes les sequencies dels ABCG del tipus WBC d’Arabidopsis (Vertier et al.,
2008) juntament amb les sequencies dels gens de patata relacionats amb la suberina, ja sigui
de manera directa com la seqiéncia de patata del gen SLABCGT, o bé com a possibles
ortolegs dels gens d’Arabidopsis esmentats anteriorment (A2ABCG2, AtABCGGE,
AtABCG10, StABCGT1, AtABCG20 1 AtABCG23). En el filograma es pot observar que la
relacié d’ortologia entre patata i Arabidopsis és complexa. Un exemple seria pel que fa al gen
StABCGT (PGSCO003DMP400040689), caracteritzat en patata anteriorment (Landgraf et al.,
2014), el qual s’agrupa amb el gen PGSC0003DMP400020324 i ambdos es posicionen dins
un agrupament on s’hi troben els gens ALABCGT1, AtABCG2, AtABCG6, AtABCGT6 i
AtABCG20 d’Arabidopsis. Aquest fet evidencia que la relacié d’ortologia d’'un a un entre
patata i Arabidopsis no és clara i per tant no permet establir ortolegs a patata dels gens
AtABCGT, AtABCG6, AtABCGT16. Cal destacar també que els gens AzABCG2 i
AtABCG20 d’Arabidopsis amb un paper a suberina, presenten una clara relacié d’ortologia
amb PGSC0003DMP400041348, a partir d’ara anomenat SLABCG20, ja que dels dos gens
d’Arabidopsis ’4£4ABCG20 correspon a la seqiiencia més homologa amb un ¢_value de 0 i
una identitat del 61%. Pel que fa a lortoleg d>A£4ABCGT1, si bé la sequiéncia més homologa
en patata recuperada de la base de dades es correspon a PGSCO003DMP400028338, aquesta
sequencia s’agrupa amb AtABCG3 1 amb tot el clade que agrupa les proteines AtABCG12,
AtABCG13 i AtABCG15, dificultant la correspondéncia ortologica. Tot 1 aixi 1 per facilitar la
nomenclatura a partir d’ara 'anomenarem S£4ABCGT7, ja que quan es fa un BlastX sobre la
base de dades d’Arabidopsis amb la seqiiéncia de patata, la seqiiencia més homologa amb un
e_valne de 0 1 una identitat del 52% pertany al A£4BCGT1.

Les seqtiencies PGSC0003DMP400021989 1 PGSC0003DMP400042299 tenen una ortologia
directa evident amb I’424BCG70 1 ' ALABCG23 respectivament, motiu pel qual a partir d’ara
els anomenarem S£ABCGT0 1 S£ABCGZ23. També es va realitzar un filograma UPGMA on

els resultats obtinguts van ser molt similars (Figura Suplementaria 8).
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Figura 27. Arbre filogenétic dels ABCGs del grup WBC d’Arabidopsis i els possibles ortolegs a patata
involucrats en la biosintesi de la suberina. L’arbre s’ha realitzat utilitzant el métode NJ a partir d’'una
matriu JTT i modelada amb una distribucié gamma =1 a partir del programa MEGAG. La distribucié de
clades idéntics i els valors de bootstrap similars es van obtenir utilitzant un métode de grup de parells
no ponderats amb la mitjana aritmética. Els nivells de bootstrap indiquen el nivell de significanca (%)
per la separacio de les branques. Es va utilitzar un boostrap de 1000 répliques. Els valors de boostrap
de >75 s6n mostrats. L'analisi va implicar 34 sequéncies d'aminoacids. Totes les posicions ambiglies
es van eliminar per a cada parell de seqliéncies. Hi va haver un total de 1267 posicions en I'Gltim
conjunt de dades. També es va realitzar I'arbre utilitzant el métode UPGMA (Figura Suplementaria 8)

on els resultats eren molt similars.
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3.2.3.2-Identificaci6 dels motius conservats dels StABCGs

En el present estudi es van caracteritzar 5 gens de la familia ABCG de patata, 4 d’ells
candidats al transport de lipids de la suberina ($24ABCG70, StABCGT1, StABCG20,
StABCG23) 1 un d’ells, S£ABCGT, amb funcié6 demostrada (Landgraf et al., 2014). Les
proteines transportadores ABC funcionals estan formades per 4 dominis: 2 dominis d’uni6 a
nucleotid (NBD) i 2 dominis transmembrana (2TMD). En el cas dels ABCG/WBC contenen
només 1 domini NBD i 1 domini TMD pel que per formar transportadors funcionals cal que
formin dimers (Higgins & Linton, 2004). El domini NBD, responsable de la hidrolisis
d’ATP, és homoleg en tota la familia i conté motius més o menys conservats. Els dominis
TMDs soén més especifics per a cadascuna de les proteines (Verrier et al., 2008). Per tal de
poder identificar els diferents dominis i validar aix{ Pestructura dels gens S£4ABCG, es van
alinear  les  sequeéncies 1 analitzar amb el  programa  Motif  finder
(http:/ /www.genome.jp/tools/motif/).

Els resultats mostren que les proteines StABCG candidates estan formades unicament per un
domini NBD a l'extrem N-terminal i un domini TMD a Pextrem C-terminal (Figura 28)
d’acord amb que aquestes proteines necessiten formar dimers amb altres proteines ABCG
per a ser funcionals. El domini NBD, que té una llargada aproximada de 180 aminoacids,
conté 7 motius més o menys conservats. El primer de tots és un domini format per un
aminoacid aromatic 1 que es situa aproximadament 20 aminoacids abans del segiient motiu, el
motiu Walker A. Aquest motiu Walker A esta format per 9 aminoacids, 6 d’ells identics en
totes les proteines. El loop Q esta format basicament per una glutamina conservada i un
aminoacid polar. Un dels motius més representatius d’aquesta familia, no trobat en cap
familia més, és la signatura ABC formada per 15 aminoacids, 7 d’ells conservats en totes les
sequencies. Pel que fa al domini Walker B, aquest esta format per 10 aminoacids, 6
conservats i la resta corresponen a aminoacids hidrofobics variables. El loop D esta format
per 3 aminoacids conservats. El loop H esta format per 4 aminoacids conservats, incloent-hi
una histidina (H) conservada. Pel que fa al domini TMD, es van localitzar els motius
transmembrana a partir del programa TMHMM Server v.2.0
(http:/ /www.cbs.dtu.dk/setvices/ TMHMM-2.0/). La prediccié mostra que en tots els casos

les proteines travessarien sis cops la membrana (Figura Suplementaria 9).
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StABCGl  --—----- WEMSQASAY-———————————————————— SSPTLGOMLKRVGDVRKEVTGDETPVHRILDMSDTQSISSHSL 52
StABCG10 ------- WELPVTT--PDSGGK-—-———————————— KKG-==== === —m - mm o m e 16
StABCGll -----—-] WDSPIDEVPKNMSKK-———————— === —— - — - — e KESDPL 21
StABCG20 MSNLGGGDDMSSASDLPFLGPRNNMELQEFGRKPRHNVSITLGELLKRLGDSAEEKN----QVLELGNHSNYTTTTPSSF 76
StABCG23 ------- ASPCTTYHPSPGSP —————————————— ENDSMILFSTSTSCSPTKESTITHSNSSSFNSSSPPPRQSSPDK 59
Arom_étic Walker A

StABCG1 PFVLSFNTSVKVRRKMSFPAILRQPAAGVSTGDPVAGENLFTNTKFLNNI GE

StABCG10 SMALPSLYDEFSWIFCCKN —-PQKFIIKDVNCE

StABCGll ILATKINISSDYNDGIYLSWKDLWVSVP —LGRRPIMEGISGY!

StABCG20 PEVLSFHNETMSVKVKSKISLPRWLRRGDIA DDELSSD---NNMKVLI#NDT| GE

StABCG23 TYELRI SMTISPNGSIFSSLLMKKS T PKTTIMKS

StABCG1l NIIAKESLKG TITLNEEPLDS-RLLKVI] VAR 1 S| 210
StABCG10 GKISPTKVTG EVL S 158
StABCG11 LASNTRQSGDIL 165
StABCG20 D ISRESLKG-NVTL) N 2217

StABCG23 ISGRIVSDKEFDPKSVYLNDHAITTPVQLRNIC S 203

Signatura ABC Walker B Ltﬂ D
IRNAAKTIT ( R G (VK o} S S 289

StABCG1

StABCG10 JEQVTGAR 3 G S Is 238
StABCGll [OEAMNTRI] MNRI IKIBROODMRTIVAS 245
StABCG20 JERNAAKTVI] e G TS QRI 0-SGSIVI 306
StABCG23 MDHVANNE 283

StABCG1 GL RMLF INE 367
StABCG10 -- 314
StABCG11 VFE N CL YE 325
StABCG20 |SsSHL|BRIT I}M TT 384
StABCG23 RROYISNELIMSHESVVH PLIPAME TS - - -VLENQ--EPHFKYQSCSYLRWEEA-- 356

StABCG1 NPEIQTPTHGLSLKEAISASISRGKLVSGT@SDIHTSPASMVPTYANPEWIEML|ARSKINS FTINS PEGI LGAIVE 447

StABCG10 -------—-—----—-——————— LRKYDEGF\VSNHNDMVDKCPSYANSYVEEISTIGGIRFCKNIFIRTKOMJATIRT TOATY 372
StABCGll SSE--—---—-——-—-——————- ACLNVRQKVLEICQKNGRLLENKGSQAGEITQCK\WRTOINSF INMYIIDLGYYWLILLIYLA 388
StABCG20 STSSFYNGPKPSLKDAISASVSRGKLVSGAMNIDPNVSSSNVPKFANPEWVDMV|YIAKNSMLYS PEIMIGMFGA 464
StABCG23 -------——————---—————-— IIQGTANKEVIDQ-GKIGAVSNKHCSSLFETI CSIRFWKI IYRTKOMLANTMOALY 413

STTEFYTCADALYZVIRNOXNY TINVINDT A 'Y NIGY R

StABCG1 T| [WOLDDS PK--GV@EINNE |
StABCG10 GSI [MNADNNLGQVAL@®TINNE |
StABCG11 LCLCIGTI HEIGSDYG--SI[@AIRSSML
StABCG20 TEIIRATIPRWKLDNSPK--GV@ENNer]
StABCG23 i GGSVYIKMRNDEG——AVAEL SLSFLLSSTVEALJST YHOJBARYV I

CLSH. \/'S I 525
. [VVANT L 452
GFLTFMAIGG I—F.EFI RLNGHGVGAFVIGNTLSST L 466

STTEYTCAEAT|ZVIRNOINNY TR T A HNESYR] [VVSHAMISIMESIL 542
A SRGHEMK T [MIANTHI FEF 491

StABCG1l FLSFAFAAIT GGFSGRLFYFATIILASFWAGN] FVTFL SVMLEYTIVVAILAYL NN RINRD P 605
StABCG10 MVGLLYSVP L IRGSMDGELYRAMVVWIVLLMS FTACF TFIMETSITIAGLMGS|IFINEIEYIAT SKEKINES 532
StABCGll MISLVPGAVAMYLADVQKGIDKBAY|FVLMLFACMMLVE] LMMIVASI DF L IITGAGIQGIMM ARLPNELIZM 546
StABCG20 VLSIAFAVTTMYS GGVSGELYRLLFLLASFWAGSEFVTEL GVIYNIMMAYTVVVAVLAY FIRIEFIAT SRD P 622
StABCG23 AVAILFAVPVMYT INPSTTARVERRTFVVWVIVLMASELVLEL ISIDFISINSLICTVLG BLE IJIPKECIgK 571
StABCG1l I¥ST) YEAVIRONREDDATKCEFVKGIQLEDNSPLGNVPNALKEKLLSTMSNTLNVKITSST) TIG 683
StABCG10 I FECZE ————————————————————————————— KGGKRCLESE——RGE LFA 579
StABCG11 LAFHBRMA TOGF YKIYE T - ————————————————————————————————— FTYFTKSGLAII RDEI 592
StABCG20 YOG QFSDPNKCFVKGVQLFDTSPLRAVPEALKIKLLQNMSKTLGMNITNTT L) GS 700
StABCG23 Y LDAMBTIMAYWS ————————————————————————————— LRHKCFTWNDENQSE B 1| GN 620
StABCG1l VQQGITDL——SNCLWETIAWGFF LFYFS LLGSKNKRR-——————-——— 724
StABCG10 KQQODLKES--LE@QTNLAVMLSFILGY] LCYLI WCRCYRTRN-————==——— 620
StABCGll RDIFQVELNYSEQGDIVMVEFGMVILYLIFLSIIKGKEKFRPMVRGFKYCCTT 645
StABCG20 KOSGGTDL--NBRWTICFWMTIGLGEF ILFYF LIGSKNKRR-—-———-——-—— 741
StABCG23 KNRGLDKD--TRMNVGMMLAFFVEY] ICWL RKASKTTI---—-——-—-- 661

Figura 28. Alineament de les seqiiéncies StABCG relacionades amb el transport de lipids. Es marquen
amb una linia negra els 7 motius conservats del domini NBD. S’assenyala amb una linia continua gris
on es troba el domini transmembrana (TMD). S’identifiquen en negre aquells aminoacids conservats i

en gris aquells aminoacids que son similars.

3.2.3.3-Patr6 d’expressio in silico dels StABCGs
Es va realitzar un analisi 7z silico per tal de veure com d’especifiques eren aquestes proteines
en teixits suberificats. Per aix0, es va utilitzar, tal i com s’ha comentat anteriorment, el
transcriptoma de dos genotips diferents de patatera (Massa et al., 2011; Xu et al., 2011). El

heatmap obtingut posa de manifest que a excepcié de I'S£ABCGT que s’expressa de manera
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abundant en diversos teixits, la resta de gens sén especifics de tubercle madur 1 pela de
tubercle (Figura 29), fet que fa possible una relaci6 amb la biosintesi de la suberina.
Concretament, 'SZ4ABCGT s’expressa de manera abundant (>10 FPKMs) a la flor, 'estam, el
peciol, la tija, el tubercle madur i la pela del tubercle; I'S24ABCGT7 només té elevada expressio
(>10 FPKMs) a la pela del tubercle, mentre que 'S24ABCG20 s’expressa molt (>10 FPKMs)
en el tubercle madur 1 en la pela del tubercle. Cal dir, que els gens S£ABCGT10 i StABCG23,
tot 1 tenir una elevada especificitat de teixit, no tenen nivells d’expressi6 elevats en cap d’ells

(Figura Suplementaria 10A, 11A, 12A, 13A i 14A).

Figura 29. Analisi d’expressiod in silico en diferents teixits i 0rgans dels gens StABCG d’estudi del grup
WBC de Solanum tuberosum grup Phureja. Les dades d’RNAseq utilitzades provenen de Massa et al.,
(20112).

Per altra banda també es va comprovar si I'expressié d’aquests gens variava en condicions
d’estres biotic i abiotic. En el cas de Pestres abiotic, Pexpressio dels gens augmentava amb el
tractament amb sal, sobretot en el cas de 'S£ABCGT1, StABCG20 i StABCG23 (Figura 30).
El tractament amb mannitol reprimia I'expressiéo d’S£ABCGT0, S£ABCGT1 i lleugerament la
d’StABCG20. Llestres abiotic que té un efecte més gran és el provocat per calot, ja que
Pexpressio de tots els gens augmentava molt. Quan es fan tractaments amb hormones, els
gens StABCGT, $StABCG10 1 StABCGZ20 disminueixen moderadament la seva expressio quan
es tractava amb auxines, mentre que amb la resta d’hormones -gibberel-lines, citoquinines i
acid abscisic- induien de forma acusada tots els gens. Tot i que en general 'auxina tenia poc

efecte en aquests gens, per S£ABCGT7 té capacitat d’'induir-lo de forma evident. En
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referéncia a Iestres biotic, s’observava que el tractament amb Phyfophtora infestans reprimeix
els gen StABCGT, StABCG10 i StABCG20. El tractament amb BABA induia només
StABCG20 i BTH els gens StABCG20 1 StABCG23. (Figura Suplementaria 9B, 10B, 11B,
12B i 13B).

Expressi6 in silico d’estrés i hormonals

Figura 30. Representacido de I'expressié in silico dels diferents StABCG d’estudi en diferents
tractament d’estrés i hormonals. A I'eix de les X trobem els nivells d’expressio expressats en FPKMs. A
I'eix de les Y trobem els diferents tractament realitzats. Cada tractament esta marcat amb un color

diferent.

La prediccié d’elements reguladors en ¢s dels promotors de cadascun dels S£4ABCGs s’ha
realitzat mitjancant I'eina PlantCare en seqiiencies compreses entre 2.246 1 2.429 bases a 5’ de
Iinici de transcripcié del gen. Les caixes reguladores es mostren a la Taula 11. Segons les
prediccions s’observa regulacié a nivell d’estrés biotic, abiotic (sobretot per temperatura),

llum i hormones (auxines (S£ABCGT1, StABCGZ20); acid abscisic ($£4ABCGT, StABCGT1,
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StABCG20); acid salicilic ($S£.4ABCG10, StABCGT1, StABCGZ20); gibberel-lines (excepte el
StABCG10), etile (SLABCGT10, StABCGT1, StABCG23) 1 metil jasmonat). A nivell tissular es
va trobar regulaci6 en l'endosperma i també en el meristema (S2ABCGT0, StABCGT1 i
StABCG20).

3.2.3.4-Expressiod en teixits natius de patatera dels gens StABCGs

Per tal de verificar els resultats I’RNAseq obtinguts per Massa i col-laboradors i el Consorci
de seqiienciacié del genoma de patata (2011), es va analitzar "acumulacié de transcrit dels
diferents gens S£4BCG en diversos teixits mitjancant RT-qPCR..

Tal i com s’observa a la Figura 31 tots els gens assajats: S£4ABCG1, S£ABCG10, StABCGTT,
StABCG20 1 StABCG23 s’expressen amb molta diferéncia a fel'lema respecte a la resta de
teixits analitzats. Cal destacar que la majoria dels gens, sobretot el gen S£ABCGT0, s’expressa
també en l'arrel, tot i que de manera molt més lleu. Pel contrari, 'expressié en parénquima,
fulla i tija és molt baixa o practicament nul'la en la majoria dels casos. Aquests resultats
mostren que tots aquests gens tenen uns bons nivells d’expressio a fel-lema, 1 que de fet sén

molt especifics, pel que podrien estar implicats d’alguna manera en la seva formacio.

Figura 31. Analisi del patré d’expressido mitjangant RT-qPCR dels StABCG candidats en diferents
organs (tija, arrel i fulla) i teixits (parénquima i fellema del tubercle) expressats en RTA (abundancia
relativa de transcrit respecte al gen APRT (adenine phosphoribosyl transferase). Les dades corresponen a

la mitjana i la desviaci6 estandard de tres répliques biologiques.
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Taula 11. Elements reguladors en cis de la possible regié6 promotora dels diferents ABCGs estudiats (StABCG1, StABCG10, StABCG11, StABCG20, StABCG23)

agrupats per categories funcionals.

ri's‘:)‘;:tz Possible funcié Nom del motiu Seqiiéncia StABCGL SHABCG10 StABCG11 StABCG20 StABCG23

Estres Element essencial regulador en cis per a la induccié anaerdbica ARE TGGTTT 2 1 2 2 4
Element de resposta antifiingica Box-W1 TTGACC 1 2 2 3
Lloc d’unié a MYBHv1 CCAAT-box CAACGG 1
Element de resposta EIRE TTCGACC 1
Element de resposta ELI-box3 AAACCAATT 1
Element involucrat en la inductibilitat anoxica especifica GC-motif Cccccea 1
E{Iir::ent regulador en cis involucrat en la resposta a estrés per HSE AAAAAATTTC 3 5 5 5 9
Element involucrat en la resposta a baixes temperatures LTR CCGAAA 1 1
Lloc d’unié a MYB involucrats en la inducci6 a drogues MBS TAACTG 3 1
Lloc d .unlo a MYB involucrats en la biosintesis de gens de MBS aaaAaaC(G/C)GTTA 1
flavonoides
Element regulador en cis involucrat en defensa i resposta a )

N TC-rich repeats ATTTTCTCCA 3 3 2 5 2

estrés

Hormones Element regulador en cis de resposta a acid abscisic ABRE AGTACGTGGC 1 1
Element regulador en cis de resposta a acid abscisic ABRE CACGTG 1
Element regulador en cis de resposta a acid abscisic ABRE GGACACGTGGC 1
Element regulador en cis de resposta a acid abscisic ABRE TACGTG 1
Element regulador en cis de resposta a auxines AuxRR-core GGTCCAT 1
Element regulador en cis de resposta a metil jasmonat CGTCA-motif CGTCA 4 2 2 1 2
Element de resposta a etilé ERE ATTTCAAA 1
Element de resposta a etilé ERE ATTTCAAA 2 1
Element de resposta a gibberellines GARE-motif AAACAGA 1 2
Element de resposta a gibberellines GARE-motif TCTGTTG 1
Element de resposta a gibberellines P-box CCTTTTG 1
Element regulador en cis de resposta a gibberellines TATC-box TATCCCA 1 3 1
Element regulador en cis de resposta a acid salicilic TCA-element GAGAAGAATA 1 1 1
Element regulador en cis de resposta a acid salicilic TCA-element CCATCTTTTT 3
Element de resposta a auxines TGA-element AACGAC 1
Element regulador en cis de resposta a metil jasmonat TGACG motif TGACG 4 2 2 1 2
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fe's“:osta de Possible funcié Nom del motiu Seqiiéncia StABCGL StABCG10 StABCG11 StABCG20 StABCG23

Llum Element de resposta a llum 3-AF1 AAGAGATATTT 1
Element de resposta a llum ACE AAAACGTTTA 2
Element de resposta a llum ACE CTAACGTATT 2
Element de resposta a llum ACE ACGTGGA 1
Element de resposta a llum ACE ACGTGGA 1
Part d’'un modul de resposta a llum AE-box AGAAACAA 1 1 1
Involucrat en resposta a llum AS-2-box GATAatGATG 5 2
Part d’'un element de resposta a llum AT1-motif ATTAATTTTACA 1 1
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum ATC-motif AGTAATCT 1
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum ATCT-motif AATCTAATCT 2
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum ATTC-motif CAATCCTC 1
Element de resposta a llum BOX | TTTCAAA 2 4 2
Part d’'un element de resposta a llum BOX Il TCCACGTGGC 2 1
Part d’'un modul conservat de DNA de resposta a llum BOX4 ATTAAT 5 10 1 3 8
Part d’'un element de resposta a llum CATT-box GCATTC 1 1 1
Part d’un element de resposta a llum Chs-Unit 1 m1 ACCTACCACAC 1
Element involucrat en el control circadia Circadian CAANNNNATC 1 1 3 2
Element involucrat en el control circadia Circadian CAAAGATAC 1 1 1 2
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTC 1 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTG 2
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTT 1 2
Element regulador en cis de resposta a llum G-box GACATGTGGT 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTC 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box TAAAACGTG 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box GCCACGTGGA 1
Element regulador en cis de resposta a llum G-box CACGTA 1 4
Element regulador en cis de resposta a llum G-box TACGTG 4 1
Part d’'un element de resposta a llum GA-motif ATAGATAA 2 1
Part d’'un element de resposta a llum GA-motiif GATAAGGGT 1
Part d’'un element de resposta a llum GAG-motif GGACATG 1 1
Part d’'un element de resposta a llum GAG-motif AGAGAGT 2
Part d’un element de resposta a llum GATA-motif GATAGGA 2 1
Element de resposta a llum GT1-motif AAGGATAAGG 1
Element de resposta a llum GT1-motif GCGGTAATT 1
Element de resposta a llum GT1-motif GGTTAA 1 1 1
Part d’un element de resposta a llum I-box GTATAAGGCC 1
Part d’'un element de resposta a llum I-box TGATAATGT 1
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r(;::)‘;:tz Possible funcié Nom del motiu Seqiiéncia StABCGL StABCG10 StABCG11 StABCG20 StABCG23

Part d’'un element de resposta a llum I-box GATATGG 1
Part d’'un element de resposta a llum I-box TATTATCTAGA 1
Part d’'un element de resposta a llum I-box TAGATAACC 1
Part d’'un element de resposta a llum I-box CACATGG 1
Part d’'un element de resposta a llum L-box TCTCACCTACC 1
Lloc d’unié a MYB en resposta a llum MRE AACCTAA 1
Element de resposta a llum SP1 ATGGTGGTTGG 3
Element de resposta a llum SP1 CC(G/A)CCC 1 1 1
Part d’un element de resposta a llum TCCC-motif TCTCCCT 1 1
Part d’'un element de resposta a llum TCT-motif TCTTAC 1 2

Ez:sg?mtat Element relacionat amb la expressié del meristema CAT-box GCCACT 1 2
Element relacionat amb I'activacié especifica del meristema CCGTCC-box CCGTCC 1
Requerit per I'expressio a I'endosperma GCN4-motif TGTGTCA 2 2
Requerit per I'expressio a I'endosperma Skn-1 motif GTCAT 6 8 3 3 7

Altres Element relacionat amb I'increment de la transcripcio 5UTR Py-rich TTTCTTCTCT 1 2 1 1
Element regulador A-box CCGTCC 1
Lloc d’unié a DNA AT-rich element ATAGAAATCAA 1 1
Element associat al motiu TGAGTCA ATGCAAAT motif ATACAAAT 1 1
Lloc d’uni6 a proteines BOX Il CATTTACACT 1 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAT 17 21 18 15 16
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAAAT 17 11 13 15 14
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CAATT 16 12 9 8 11
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CCAAT 6 1 3 2 14
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box CCCAATTT 1 1
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box gGCAAT 5
Comu en promotors i zones de millora de I'expressio CAAT-box TGCCAAC 2
Element regulador involucrat en el metabolisme de la zeina 02-site GATGACATGA 1 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box ATATAA 1 1 3 4 2
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcid TATA-box ATATAAT 4 3 10 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box ATATAT 12 2 11 5
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcio TATA-box ATTATA 7 1 3 9 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box ccTATAAAaa 2 1 2
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcio TATA-box TAAAAATAA 2 3 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box TAATA 36 26 19 29 11
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box TACAAAA 2 1
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r(;::)‘;:tz Possible funcié Nom del motiu Seqiiéncia StABCGL StABCG10 StABCG11 StABCG20 StABCG23
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcié TATA-box TACATAAA 2 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATA 38 17 36 43 27
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcié TATA-box TATAA 11 6 8 14 9
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAA 9 5 6 8 9
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcié TATA-box TATAAAA 2 3 2 4 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAAAT 1 1 4 1
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcié TATA-box TATAAAT 1 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATAAATA 1 1 1 4 1
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcid TATA-box TATAAATATAAA 1 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATAAATT 1 1
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcid TATA-box TATACA 2 5 2 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATAA 5 3 4
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box taTATAAAg 1
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcié TATA-box tATATAAAgE 3 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box taTATAAAtc 4 2 1 2
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATATA 2 2 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TATATGT 1 1 2
Promotor base a - 30 del punt d'inici de la transcripcié TATA-box TATATTTATATTT 1 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TATTTAAA 1 1 1 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box tcTATAAAta 3 2 1
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box tcTATATALt 2 1 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcid TATA-box TTTAAAAA 2 3 2 3 3
Promotor base a - 30 del punt d’inici de la transcripcio TATA-box TTTTA 38 29 30 20 18
Desconeguda AAGAA-motif GAAAGAA 2 2 1 1 1
(C/TT(T/C)(C/THA/CX
AC-ll A/C)C(A/C)A(A/C)C(C/ 1 1
A)(C/A)C

CATTAT-motif GTCATTATCGG 1

F-BOX CTATTCTCATT 1

TATCCAT/C-motif TATCCAT 1 1

TCCACCT-motif TCCACCT 1

Unnamed 11 TCCACATAGA 1

Unnamed1 CGTGG 1 1 1

Unnamed1 GAATTTAATTAA 1

Unnamed13 TCCAAGTATA 1

Unnamed3 CGTGG 1 1
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:Z::)‘;:tz Possible funcié Nom del motiu Seqiiéncia StABCG1 StABCG10 StABCG11 StABCG20 StABCG23
Unnamed4 CTCC 9 10 8 2 7
Unnamed6 GCATTTTTATCA 1
Unnamed6 taTAAATATct 2 1
W box TTGACC 1 2 2 3
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3.2.3.5-Expressio en teixits cicatricials dels StABCGs
Per tal de determinar si els gens St4ABCG s’indueixen per ferida i com evoluciona
P'acumulacié de transcrit, es van obtenir discos de parénquima de tubercle de patatera i es van
analitzar els nivells d’RNA missatger a diversos temps de cicatritzacié després d’haver

produit la ferida.

Figura 32. Evolucié dels nivells d’expressio post-ferida dels diferents StABCGs en dues repliques
biologiques de tubercle ferit (A). Nivells d’expressio post-ferida al llarg del temps de I'StABCG20 en

dues répliques de fulla (B). L'eix de les X expressa els diferents temps assajats després de la ferida.
L'eix de les Y ens mostra els valors d’expressié en RTA respecte al gen APRT (Uadenine phosphoribosy!

transferase).

En el tubercle ferit, es va observar que tots els gens S24BCG analitzats mostraven un patrd
d’expressi6 molt similar: s’indufen a les 1-24 h post-ferida 1 presentaven els maxims
d’expressio a partir de les 48-144 h (Figura 32A). Especificament, el gen SzABCGT i
StABCGT1 mostraven una lleugera induccié al cap d’1 hora post-ferida mentre que la resta
de gens ho feia més tardanament: el gen SLABCGT0 s’induia a les 4 h i els S£ABCG20 i
StABCG23 ales 24 h post-ferida. Pel que fa als maxims d’expressio, en el cas de 'S2ABCGT i
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I'StABCGTT els nivells d’expressié seguien creixent encara a les 144 h. En el cas dels gens
StABCG10, StABCG20 i StABCG23 mostraven els maxims d’expressié a les 48 h i es
mantenien en general fins a les 144 h (moment final de ’analisi). Els resultats es van analitzar
en dues repliques biologiques amb resultats comparables donant robustesa als nostres
analisis.

En la fulla ferida, cal dir que unicament es va assajar el gen SLABCG20, ja que es va
considerar, arran dels resultats anteriors, 1 a partir dels nivells d’expressi6 trobats en diferents
llibreries de patata i de suro realitzats previament al nostre laboratori, que era un bon
candidat per a futurs experiments. En totes dues repliques biologiques, I'expressiéo va
comengar a les 24-48 hores post-ferida 1 va assolir els valors maxims a les 144 hores (Figura
32B). La comparacié de la inducci6 a fulla respecte a tubercle mostra que la induccié per

ferida a fulla no és tan acusada ni tan rapida respecte a tubercle.

3.2.3.6-Localitzaci6 subcellular dels StABCGs
La localitzaci6 subcel'lular inicament s’ha estudiat per a les proteines StABCG1, StABCG20,
StABCG23, ja que han estat les dniques de les quals s’ha pogut amplificar la seva seqiiéncia
complerta. Segons les prediccions de les bases de dades WolfPsort i ESLPred es tracta de
proteines de membrana. Per aquest motiu, es va utilitzar un proteina coneguda, PIP2A
(proteina intrinseca de membrana plasmatica) marcada amb CFP (¢an fluorescent protein,
(Nelson et al., 2007)), amb localitzacié subcel-lular a membrana, per tal de poder confirmar la
localitzacié de les proteines d’estudi. La localitzacié6 d’aquestes proteines es va estudiar
mitjancant la fusié a GFP a Pextrem N-terminal de la regié codificant de cadascun dels
StABCGs  (StABCG1, StABCG20, StABCG23)  (Pro355CaMV:GFP-StABCG) i
transformacié transitoria en tabac. Després de 72 hores post-infiltracié es va detectar
fluorescencia verda, indicatiu de ’'acumulacié de les proteines StABCGs, 1 fluorescencia blava
en el cas de PIP2A. La fluoresceéncia es concentrava en el contorn cel-lular i coincidint amb
el marcatge blau fluorescent, donant per tant un patré tipic de proteines que es localitzen a la

membrana plasmatica (Figura 33).
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Figura 33. Localitzacio de les proteines StABCG1, StABCG20 i StABCG23 i colocalitzacié d’aquestes
amb la proteina de membrana PIP2A. Les proteines ABCG tenen fusionades una proteina fluorescent
verda (GFP). La proteina PIP2A té fusionada una proteina fluorescent blava (CFP). A), D) i G)
Localitzacié de la proteina StABCG1, StABCG20 i StABCG23 respectivament; B), E) i H) Localitzacié de
la proteina de membrana PIP2A; C), F) i I) Colocalitzaci6 de les proteines StABCG1, StABCG20 i
StABCG23 amb la proteina PIP2A respectivament. Escala: 40 um. Imatges realitzades mitjancant

microscopi confocal.

3.2.3.7-Analisi de coexpressioé de diversos gens amb els gens StABCGs
Els estudis de coexpressié es van realitzar amb l'ortoleg d’Arabidopsis per cadascun dels
diferents ABCGs d’estudi ($£4ABCGT, StABCG10, StABGT1, StABCG20 1 StABCG23),
utilitzant les dades que ens proporciona el programa Genemania (Warde-Farley et al., 2010). El
llistat de gens que coexpressen amb cadascun dels gens d’estudi es mostren a les taules 12-16.
El resultat de l'analisi ens mostra que el gen A24ABCGT coexpressa amb alguns gens de
suberina com podria ser el FLART (fatty acyl-CoA reductase T) que s’ha vist que codifica per una

reductasa que converteix acids grassos a alcohols grassos (Vishwanath et al., 2013),
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AtABCG16 que esta implicat en la formacié de la paret del pol-len (Yadav et al., 2014), amb
el CCR2 (cinnamoyl CoA reductase) que esta involucrat en la sintesis de lignina (Lacombe et al.,
1997) i AL TPL.4 que podria estar associat al transport de ceres (Jacq et al., 2017) (Taula 12).
Pel que fa a Az4ABCG10 coexpressa amb proteines la funcié de les quals s’ha relacionat
clarament amb lacumulacié de suberina: GPATS, HHT1/ ASFT, CYP86B1, ABCG20. 1a
GPAT5 és una glicerol-3-fosfat aciltransferasa que permet I'acumulacié de cadenes molt
llargues d’acid dicarboxilic i acids grassos w-hibroxiacids tipics de la suberina (Beisson et al,,
2007). HHT1/ASFT permet la formacié d’enllag ester entre I'acid ferdlic i els alcohols o els
w-hidroxiacids, la qual és necessaria per a la incorporacié dels esters de ferulat dins la
suberina (Gou et al., 2009; Molina et al., 2009). E1 CYP§6BT7 es requereix per a la formacié de
cadenes molt llargues d’w-hidroxiacid i acid a,w-dicarboxilic necessaries també per a la
formaci6 de la suberina (Compagnon et al., 2009). Els gens A24BCG20 1 AtABCG16 estan
implicats també en la formacié de la barrera de suberina i la paret del pol-len respectivament
(Yadav et al, 2014). A més coexpressen amb tres lacases (L.AC5, [.ACT12, 1.ACT6)
implicades en la formacié dels polimers de lignina (Taula 13). I”424BCGT17 coexpressa amb
gens que s’han relacionat amb formaci6 de ceres: CER2, CERS5 i amb formaci6 de lignina.
CER?2 és un gen que esta implicat en la formacié de cadenes molt llargues d’acids grassos en
Arabidopsis (Haslam et al., 2012). Mutacions en CER5 (A£4BCG12), bloquegen el transport
de determinats compostos cerics a la cuticula, acumulant-se els precursors lipidics dins de les
cel'lules epidermiques (Pighin et al., 2004). El gen A2CADY (cinnamyl alcohol debydrogenase) esta
implicat en la biosintesi de lignina (Eudes et al., 2006) (Taula 14). I"4£4BCG20 coexpressa
amb ANAC58, FAR4, FARS, CYP§6B1, HHT1/ASFT, ABCG2 i I.ACT3. Recentment s’ha
trobat que I'ortoleg d>ANACO58 en patatera ($2NACT03), actia de repressor de 'acumulacié
de suberina i ceres (Verdaguer et al., 2016). Les dues fatty acid reductases FAR4 i FARS) s’han
relacionat amb la biosintesis de suberina i ceres ja que generen alcohols de cadena molt llarga
a partir dels corresponents acids grassos de cadena molt llarga (Domergue et al., 2010).
’ABCG2 també esta implicat en la formacié de suberina (Yadav et al.,, 2014). També es
troba una lacasa (I.AC73) possiblement implicada en la biosintesi de lignina (Taula 15). Per
ultim, ’A24ABCG23 també coexpressa amb CYPS6BT 1 GPATY, a part de fer-ho amb varis
ABCGs entre els quals podem destacar ABCG2, ABCG6 i el ABCG20, que tal i com s’ha

comentat anteriorment estan involucrats en la formacié de la suberina (Taula 16).
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Taula 12. Gens que es coexpressen amb ABCG1, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I’'expressio del gen amb el gen problema
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At1g39350.

Categoria funcional Identificador (codi AGl)  Descripcio Pes
Regulacio
AT5G63790 ANAC102 0,020
AT4G18170 WRKY28 0,017
AT3G15210 ATERF-4 0,020
AT1G66400 CML23 0,015
AT5G26742 ATRH3 0,020
Sintesi de lipids
AT5G22500 FAR1 0,016
AT5G43760 KCS20 0,019
AT5G55050 GDSL 0,023
AT1G80820 CCR2 0,016
Transport de lipids
AT4G39670 GLTP 0,013
AT3G55090 ABCG16 0,016
AT2G38530 LTPL4 0,016
Desenvolupament
AT1G70140 ATFH8 0,022
Estrés i defensa
AT4G34710 ADC2 0,022
AT5G06860 PGIP1 0,018
AT1G17180 ATGSTU25 0,012
Altres
AT3G25900 HMT-1 0,014
AT1G02400 GA20X6 0,013
AT4G23640 TRH1 0,019
AT2G25530 AFG1-like ATPase family protein 0,016
AT4G34480 O-Glycosy! hydrolases family 17 0,019
AT4G22530 S-adenosyl-L-methionine 0,016
AT1G74790 HIPL1 0,017
AT5G13820 ATBP1 0,017
AT1G74000 SS3 0,017
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Taula 13. Gens que es coexpressen amb ABCG10, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I’expressio del gen amb el gen problema
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At1g53270.

Categoria funcional Identificador (codi AGl)  Descripcio Pes
Regulacié
AT2G24430 ANACO039 0,028
AT1G17950 ATMYB52 0,013
Sintesi i transport de
lipids AT3G11430 ATGPAT5 0,011
AT5G41040 HHT1/ASFT 0,015
AT5G23190 CYP86B1 0,012
AT5G19410 ABCG23 0,014
AT3G53510 ABCG20 0,017
AT3G55090 ABCG16 0,011
AT5G12420 WSD1-like 0,013
Sintesi de lignina AT2G40370 LAC5 0,016
AT5G05390 LAC12 0,015
AT5G58910 LAC16 0,014
Desenvolupament
AT4G35420 DRL1 0,013
Estrés i defensa
AT1G68850 PER11 0,017
AT2G21100 Disease resistence-responsive 0,012
Altres
AT1G55990 Glycine-rich protein 0,020
AT1G56320 Glycine-rich protein 0,011
AT4G17280 Auxin-responsive family protein 0,021
AT1G54540 LEA 0,011
AT4G39720 VQ motif-containing protein 0,022
AT1G52180 Aquaporine-like superfamily 0,018
AT5G08250 Cytochrome P450 superfamily 0,015
AT1G33475 SNARE-like superfamily protein 0,016
AT1G03700 Desconegut 0,011
AT3G62730 Desconegut 0,018
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Taula 14. Gens que es coexpressen amb AtABCG11, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I’'expressio del gen amb el gen problema
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At1g17840.

Categoria funcional Identificador (codi AGl)  Descripcio Pes
Regulacié
AT5G62470 MYB96 0,016
Sintesi de lipids
AT1GO7720 KCS3 0,019
AT1G19440 KCS4 0,023
AT2G26250 KCS10 0,017
AT4G39330 ATCAD9 0,028
AT1G68530 CUT1 0,016
AT4G24510 CER2 0,017
AT3G16370 GDSL 0,013
AT5G45950 GDSL 0,018
AT1G49430 LACS2 0,017
Transport de lipids
AT1G51500 CER5 0,025
AT1G27950 LTPG1 0,019
AT3G43720 LTPG2 0,015
AT1G55260 LTPG6 0,018
Estrés i defensa
AT5G25610 RD22 0,021
AT5G02480 HSP20 0,023
AT4G33220 PME44 0,014
AT5G20270 HHP1 0,017
Altres
AT3G47295 PSY2 0,020
AT4G25960 PGP2 0,021
AT5G13400 Major facilitator superfamily 0,018
AT4G21620 Glycine-rich protein 0,018
AT5G18590 Galactose oxidase 0,015
AT2G42840 Protodermal factor 1 0,023
AT1G53050 Protein kinase superfamily 0,021
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Taula 15. Gens que es coexpressen amb AtABCG20, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I’'expressio del gen amb el gen problema
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a AT3G53510.

Categoria funcional Identificador (codi AGI) Descripcio Pes

Regulacié

AT3G18400

ANACO58

0,019

Sintesi de lipids

AT1G74460 GDSL 0,016
AT4G26790 GDSL 0,019
AT3G50400 GDSL 0,014
AT5G07130 LAC13 0,017
AT3G44540 FAR4 0,017
AT3G44550 FARS 0,015
AT5G23190 CYP86B1 0,010
AT2G38110 ATGPAT6 0,023
AT5G41040 HHT1/ASFT 0,018
Transport de lipids
AT5G19410 ABCG23 0,014
AT2G37360 ABCG2 0,015
AT2G48140 EDA4 0,014
Estrés i defensa
AT1G68850 PER11 0,016
Altres
AT5G09530 Hydroxyploline-rich 0,020
AT2G22510 Hydroxyploline-rich 0,017
AT1G56320 Glycine-rich protein family 0,014
AT4G17215 Pollen Ole e 1 allergen 0,016
AT4G39720 VQ motif-containing protein 0,019
AT1G49960 NAT4 0,015
AT1G68380 Acetylglucosaminyltransferase 0,019
AT2G03200 family 0,016
AT5G08250 Aspartyl protease family protein 0,012
AT5G64190 CYP450 0,020
AT1G03700 Desconeguda 0,015
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Taula 16. Gens que es coexpressen amb AtABCG23, agrupats per categories funcionals, segons el
Genemania. El pes indica la importancia de la correlacié de I’'expressio del gen amb el gen problema
per explicar la xarxa, on 1 és el total de la xarxa coincidint amb la suma de totes les interaccions

possibles. En la taula es mostra el valor del pes en referéncia a At5g19410.

Categoria funcional  Identificador (codi AGl) Descripcio Pes
Regulacié
AT2G46130 WRKY43 0,024
AT1G17950 ATMYB52 0,016

Sintesi de lipids

AT1G74460 GDSL 0,015
AT5G07130 LAC13 0,013
AT5G58910 LAC16 0,017
AT5G23190 CYP86B1 0,016
AT3G11430 ATGPATS 0,020
AT4G16640 WSD1-like 0,016
Transport de lipids
AT2G37360 ABCG2 0,016
AT5G13580 ABCG6 0,011
AT1G53270 ABCG10 0,014
AT3G55090 ABCG16 0,010
AT3G53510 ABCG20 0,014
AT5G13900 VAS 0,012
Estrés i defensa
AT1G68850 PER11 0,014
AT2G21100 Disease  resistance-responsive
family 0,016
Altres
AT5G09530 Hydroxyproline-rich 0,017
AT1G55990 Glycine-rich protein 0,021
AT1G56320 Glycine-rich protein 0,014
AT5G08250 Cytochrome P450 superfamily 0,012
AT1G73290 protein 0,013
AT4G36610 Serine carboxypeptidase-like 5 0,016
AT5G12420 Hydrolases superfamily protein 0,016
AT2G43390 Matrixin family protein 0,013
AT1G03700 Desconeguda 0,015
Desconeguda
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3.3-Genética funcional de la suberina en arrels de patata

La manera més eficient i utilitzada per generar linies transgeniques estables consisteix en
modificar gencticament plantes amb _Agrobacterium tumefaciens. Per a tal fi, s’utilitzen soques
d’A.tumefaciens per a us biotecnologic les quals han perdut la capacitat natural de produir call a
través de la substituci6 dels gens endogens del T-DNA del plasmidi Ti pel fragment de DNA
que s’inserira en el genoma. Per la majoria de plantes, excepte Arabidopsis, I'is d’A.
tumefaciens és un sistema costés en quant a temps 1 diners ja que per produir una planta
transgenica complerta cal la regeneracié a partir de les cel'lules transformades, procés que
necessita 'administracié de fitohormones exogenes. Una de les alternatives en cas de voler
obtenir inicament arrels transformades consisteix en usar A. rhizogenes el qual genera cel-lules
transformades capaces de formar arrels (arrels peludes o hairy roots) sense 'administracié de
fitohormones exogenes, abaratint-ne els costos. Diversos treballs han demostrat que els
cultius d’arrels peludes es poden utilitzar per estudiar l'efecte fenotipic causat per la
modificacié de 'expressié genica en diferents especies (Dinh et al., 2014; Horn et al., 2014
Plasencia et al., 2015; Ron et al., 2014). Degut a que la suberina s’acumula en capes internes
de les arrels primaries com ’endodermis i exodermis, la transformacié d’arrels mitjancant 4.
rhizogenes permetria identificar gens rellevants per la formacié de suberina. En aquest treball
doncs, es desenvolupara un protocol per produir arrels transformades en plantes de patatera

per determinar la implicacié de possibles gens candidats en la biosintesi de la suberina.

3.3.1-Disseny i optimitzaci6é del procediment de la transformaci6 de patatera

Per tal d’obtenir arrels peludes és necessari que les arrels hagin incorporat el T-DNA del
plasmidi Ri (root-inducing), ja que presenta els gens necessaris per la induccié d’arrels. Tot 1 ser
arrels transformades amb el T-DNA del plasmidi Ri, per simplificar la lectura del present
document, anomenaré a aquests tipus d’arrels: arrels no transformades. L’obtencié d’arrels
peludes transformades requerira que s’insereixi en el genoma de la cél-lula vegetal un T-DNA
addicional provinent dun vector binari que conté un marcador de transformacié i el
transgen, la qual cosa generara el que anomenaré arrels transformades o transgeéniques.
Denominaré a les arrels propies de la planta com arrels natives.

Per a I'obtencié d’arrels transgeniques es va seguir el protocol (amb modificacions) descrit
per Horn et al, (2014). Es va utilitzar la soca C58C1:pRI1583 i per identificar les arrels
transformades es va utilitzar el marcador de seleccié fluorescent DsRed. Els marcadors de
transformaci6 fluorescents séon millors que els marcadors de resistencia a antibiotic ja que
s’ha demostrat que les arrels no transformades no moren sindé que aturen el creixement, el

que dificulta la seleccié de transformants positius (Kumar et al., 2000). Es va optar per la
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DsRed en comptes de la GFP ja que l'autofluorescencia de les arrels podria dificultar la
seleccié de transformants positius. El vector d’expressio utilitzat va ser el pK7TGWIWG2-(II)
Red-Root (Karimi et al., 2002) el qual conté en el T-DNA el marcador de transformaciéd
DsRed? que ens permetra discernir entre arrels peludes transformades 1 no transformades a

través de la fluorescéncia vermella.

3.3.1.1-Protocol i cronograma per a I'obtencioé d’arrels transformades

Inicialment, el cultiu d’A. rhizogenes es va fer créixer en medi YEB liquid O/N amb els
antibiotics corresponents. Es van centrifugar 2 ml de cultiu i el sediment es va resuspendre
en 1 ml de medi YEB sense antibiotics, per tal d’eliminar Iantibiotic i evitar necrosi en les
zones d’infeccié de la planta.

Per a cada tractament es van infectar 4 plantes iz vitro (d’'unes 3 — 4 setmanes d’edat crescudes
en medi 2MS o 1MS) les quals es van transferir en medi SP (medi MS sense sucre per evitar
un creixement excessiu d’A. 7higogenes) suplementat amb acetosiringona 0,1 M. Es va inocular
5 ul de la suspensié d’A. rhizogenes mitjangant puncié amb una agulla quirargica. Es van fer 3
punxades a cada planta en els entrenusos i les plantes es van créixer en vertical respectant el
creixement natural de les arrels seguint la gravetat amb un cicle de temperatures de 22°C
durant el dia 1 20°C durant la nit, 1 amb un fotoperiode de 12 hores. Passada una setmana es
va observar la formacié de calls 1 arrels peludes (les quals algunes d’elles presentaven
fluorescencia vermella indicant que corresponien a transformants positius) (Figura 34). Al
cap de dues setmanes es van tallar i eliminar les arrels natives de la planta i es va transferir la

planta a una nova placa amb medi SP per estimular el creixement de les arrels transformades.

v VvV
Vvv

Figura 34. Planta de patatera infectada per A. rhizogenes tres setmanes després de la inoculacio,
moment en que es traspassaven les arrels transformades a una placa amb medi Gamborg B5. Cada
fletxa indica un punt d’inoculacié. (A) Imatge amb llum clara. (B) Imatge obtinguda a partir de

I’excitacié amb llum fluorescent verda.
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La inserci6 dels T-DNAs dins el genoma de la planta es déna de manera aleatoria,
considerant esdeveniments de transformacié independents aquelles noves arrels que
haguessin inserit el mateix T-DNA pero en zones diferents del genoma. Cada puncié pot
generar un o més calls dels quals en surten multiples arrels. Per tal d’assegurar que les arrels
obtingudes provenen d’esdeveniments independents de transformacio, es podrien seleccionar
arrels provinents de punxades independents, no obstant, en el nostre cas, degut a la gran
proliferaci6 d’arrels (Figura 34A) només es podia assegurar que les arrels corresponien a
esdeveniments independents aquelles que provenien de punxades de diferents plantes. Per tal
de mantenir les arrels transformades, al cap d’una setmana en medi SP, de cada planta es van
transferir 4 arrels diferents (considerades esdeveniments de transformacié independents) a
plaques de petri (molt plenes) amb medi Gamborg B5 enriquit amb 2% de sucrosa (Kumar
et al., 2006) i suplementat amb claforan (500 mg/l). El claforan permet eliminar 1’A4.
Rhizogenes 1 com que el medi Gamborg B5 és exempt d’hormones, les arrels natives no hi
creixen siné només les arrels peludes ja que presenten desregulacié hormonal degut a
Iexpressio dels gens naturals del T-DNA del plasmidi Ri. Una vegada establert el cultiu solid,
es van propagar les arrels en medi liquid per tal d’obtenir la biomassa suficient per analisis
posteriors d’expressié genica o d’analisi de la suberina. L’esquema complet del procés es pot
trobar a la Figura 35. Opcionalment, en cas de voler mantenir plantes compostes, es tallen les
arrels natives de la planta i es transpassarien a cultiu hidroponic (Hoagland a la meitat

d’astringencia) o alternativament amb vermiculita (Horns et al., 2014) .
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TEMPS (setmanes)

[V TS Cultivar plantes de patatera in vitro
(A).

3 | [Infectar plantes in vitro amb la soca
d’A.rhizogenes transformada
desitjada i cultivar en medi SP
suplementat amb acetosiringona
0.1 M (B). *En cas de voler mantenir
plantes compostes enlloc
d’arrels aillades no es
5 b Tallar les arrels salvatges natives de PIrOSSEEUiria més  enlla
la planta i passar la resta de la 4 d’aquest punt.
planta a una placa nova SP Alternativament es podria
suplementada amb claforan (500 \ transferir la planta composFa
mg/1).(C) * a. te‘rra. o en cultiu
4 hidroponic.
6 Per mantenir les arrels
transformades, tallar i traspassar
les arrels aillades transformades i
fluorescents a una placa amb medi
Gamborg B5 solid suplementat amb
claforan (500 mg/I1) (D) **
10 P Per propagar el teixit, passar part
del cultiu a medi Gamborg B5 liquid
suplementat amb claforan (500 ** Cal mantenir almenys una
mg/|) (i replicar-lo en cas necessari) copia del cultiu d’arrels
(E). aillades ja que al ser un medi
ric en sucre és molt probable
que hi creixin fongs i bacteris
16 > Cultius preparats per analitzar la g}l;relr:almetnen el cultiu
modificacié de I'expressié génica o '

per analisi del fenotip.

Figura 35. Cronograma per obtenir arrels transformades de patata mitjancant A. rhizogenes. A
I’esquerra de la figura es mostren les setmanes acumulades per assolir cada etapa del procés. A la
dreta es mostren les imatges del procés partint d’'un cultiu in vitro d’esqueixos de patatera de 3
setmanes (A), infecci6 de les plantes per puncidé amb A. rhizogenes (B), tallar arrels natives de la
planta, es marquen amb una fletxa els calls formats per la infeccio i les primeres arrels (C), seleccié de
les arrels transformades a través del marcador de transformacié fluorescent vermell DsRed?2 i traspas
de les arrels transformades a medi Gamborg B5 solid (D), i cultiu de les arrels en medi Gamborg B5
liquid (E).

3.3.1.2-Obtencid d’arrels fluorescents
Per a la identificacié de les arrels transformades es va utilitzar el gen reporter DsSRED2 (inclos
dins el vector d’expressié binari pK7GWIWG2_RedRoot_II) el qual codifica per una
proteina que emet fluorescéncia vermella quan s’excita amb llum verda. Utilitzant la soca

C58C1:pRI1583 transformada amb el vector binari es van obtenir arrels transformades

106



/RESULTATS I DISCUSSIO/

fluorescents vermelles (expressaven el reporter DsREDZ2)(Figura 36D). El control negatiu de
transformacié es va obtenir mitjancant la infecci6 amb la soca C58C1:pRI1583 no
transformada amb el vector binari; les arrels no transformades produien arrels sense
fluorescencia (Figura 36C).

A) B)

Figura 36. Transformacioé d’arrels de patatera via A. rhizogenes. Es mostren dos tractaments: A.
rhizogenes (soca C58C1:pRI1583) (A i C) i amb A. rhizogenes (soca C58C1:pRI1583) transformat
amb el vector binari buit pK7GWIWG2-(Il) Red-Root (B i D). Les arrels peludes s’observen sota una
lupa binocular i emergeixen en ambdues infeccions (A, B), perd solament s’observen arrels
fluorescents vermelles en el microscopi d’epifluorescéncia quan s'utilitza I’A. rhizogenes transformat

amb el vector que conté DsRed (D).

3.3.2-Transformacié genética mediada per A. rhizogenes per a I'estudi de promotors:
pFHT com a model

Una de les aplicacions que pot tenir la transformacié d’arrels mitjancant A. rbizogenes és
Iestudi del patré d’expressio de gens usant gens reporters fusionats als promotors. L’enzim de
patata 'HT i el seu respectiu ortoleg en Arabidopsis ASFT/RWPT/ AHHT (At5g41040)
han estat préviament caracteritzats tant zz vivo com in planta (Gou et al., 2009; Molina et al.,
2009; Serra et al., 2010). FHT pertany a la categoria d’aciltransferases de la familia BAHD 1
especificament conjuga acid ferdlic del feruloyl-CoA al grup alcohol d’w-hidroxiacids i
d’alcohols primaris (alcohols grassos). Ambdds productes enzimatics son monomers de la
suberina (revisié de Liu et al, 2010); Serra et al., 2010) i el silenciament del gen genera
suberines deficients en esters de ferulat de suberina i ceres (Gou et al., 2009; Molina et al.,
2009; Serra et al.,, 2010). Un treball posterior del nostre grup va estudiar I'activacié del

promotor FHT en patata usant transformacié estable amb A. fumefaciens i es va demostrar
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que FHT sexpressa especificament en cel'lules en procés de suberificacié de Tarrel
(exodermis, endodermis) i del tubercle (fel-logen). A més, FHT s’indueix per ferida i esta
regulat per les hormones, acid abscisic (ABA) i acid salicilic (SA) (Boher et al., 2013). En el
present treball es va usar la construcci6 pFHT:GUS-GFP (8-glucuronidasa-proteina
fluorescent verda) per obtenir arrels transformades via A. rbizogenes i comparar Pactivaciéd del
promotor amb les d’arrels estables via A. zumefaciens (Boher et al., 2013).

Aixi, les plantes de patatera es van infectar amb A. rbizogenes per obtenir arrels transformades
amb la construccié pFHT:GUS-GFP. Una vegada tallades les arrels natives i desenvolupades
les transformades, les plantes es van traspassar a un medi hidroponic (Hoagland a la meitat
d’astringencia) aconseguint plantes compostes: amb la part acria salvatge i amb part de les
arrels peludes obtingudes transformades (no es van seleccionar). El desenvolupament d’arrels
va resultar ser molt eficient ja que passades dues setmanes hi va haver un notable creixement
radicular, permetent utilitzar la biomassa per I'assaig GUS.

El teixit radicular es va tenyir per lactivitat del GUS donant com a resultat una coloracié
blava després de 4 hores d’incubacié. El marcador GUS es localitzava concretament en varies
cel'lules de 'endodermis (Figura 37A, D, 11 ]) 1 de 'exodermis (Figura 37B, E, F, G11). A
més, també es va trobar marcatge en emergeéncia d’arrels laterals (Figura 37C, D, i K).
Curiosament, en zones on l'arrel s’havia trencat s‘observava marcatge en la zona de ferida
(Figura 37D). La fluorescencia verda corresponent al segon reporter GEP es va evidenciar en
algunes cel-lules (Figura 37H), tot 1 que el marcatge GUS ens va permetre localitzar millor el
marcatge dels teixits que activaven lexpressi6 de I'FHT. Els resultats amb arrels
transformades via 4. rhizogenes estan d’acord amb els resultats amb les arrels transformades
via A. tumefaciens ja que en aquestes ultimes l'activacié del promotor FHT també es va
detectar en exodermis i 'endodermis (Boher et al., 2013). Aixi, es confirma que I'obtencié
d’arrels transformades per A. rhizogenes pot ser util per a 'estudi de promotors permetent-nos
realitzar aquestes proves sense necessitat de regenerar una planta sencera i1 per tant, d’'una

manera més rapida 1 menys costosa.
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Figura 37. Expressié de GUS i GFP dirigida pel promotor de I'FHT en I'exodermis, I'endodermis i
emergéncia d’arrels laterals en arrels transformades. A), B), C), D), E) i I) Visioé general de les arrels
transformades, escala 200um; F) i G) Céllules de I'exodermis amb marcatge GUS, escala 50um; H)
Cellula de I'exodermis amb marcatge GFP, escala 50um. J) Céllules de I’endodermis amb marcatge
GUS, escala 50um i K) Emergéncia d’arrels lateral amb marcatge GUS. Endodermis (EN); Exodermis
(EX); Xilema (XL); Arrel lateral (AL). La fletxa vermella indica zona de ferida, les fletxes negres indiquen

detalls.

3.3.3-Transformacio genética a través d’'A. rhizogenes per a l'estudi de gens
candidats de la suberina

Una de les possibilitats de la generacié d’arrels transformades mitjancant A. rhizogenes és la
caracteritzacié de gens candidats de la suberina a través del seu silenciament i posterior
analisi fenotipic. Per tal de que aquesta estrategia sigui valida, la composicié quimica de la
suberina d’arrels peludes no ha de veure’s alterada i1 per tant ha de ser comparable a la

suberina de les arrels natives.
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3.3.3.1-Analisi composicional de la suberina de les arrels transformades via A.

rhizogenes
Inicialment es va estudiar la quantitat de material radicular necessari per a I'analisi quimic de
la suberina d’arrels transformades via A. rhizogenes 1 seguidament es va comprovar que la
composicié quimica de la suberina d’aquestes arrels no presentés alteracions rellevants. Per
aixo es van obtenir arrels transformades via 4. rhizogenes amb el vector binari utilitzat pel
silenciament buit pPK7GWIWG2-(II) Red-Root, les quals es van créixer i mantenir en cultiu
liquid Gamborg B5 per tal de mimetitzar el procés que es duria a terme amb les arrels
silenciades per gens candidats de la suberina. Una vegada obtinguda suficient biomassa, les
arrels es van digerir amb la solucié enzimatica pectinasa — cel'lulasa (2 % v/v cadascuna)
durant 5 dies a 60 rpm per digerir les cel'lules amb paret primaria no modificada i aillar-ne
aquelles amb paret suberificada o lignificada. I.’observacié al microscopi d’epifluorescéncia
va permetre observar que s’havien degradat totes les ccl-lules excepte aquelles capes
lignificades i/o suberitzades autofluorescents corresponents al xilema, a endodermis i
Iexodermis (Figura 38), el que evidencia que la concentracié d’enzims i la durada del
tractament havien estat els adequats.

A) B) C)
EX

XL EX

Figura 38. Resultat de la digesti6 amb pectinasa i cellulasa d’arrels transformades observat des del
microscopi d’epifluorescéncia Olympus VANOX-T. (A;D) Visualitzacié general en camp clar i amb el filtre
d’UV; escala 0.5 mm (B;E) Céllules de I'exodermis i el xilema en camp clar i amb el filtre d’UV; escala
0,2 mm. (C; F) Céllules de I'exodermis en camp clar i amb el filtre UV; escala 0,2 mm. Exodermis (EX);
Xilema (XL).
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Figura 39. Efecte de les quantitats de teixit en el perfil lipidic de la suberina en les arrels. Es
representa la mitjana i la desviacioé estandard dels acids (A), diacids (B), w-hidroxiacids (C), alcohols
(D) i acids ferdlics (E). Es van fer servir arrels control transformades amb A.rhizogenes amb el vector
binari utilitzat pel silenciament buit pK7GWIWG2-(Il) Red-Root (n=2).
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Per determinar la quantitat optima d’arrels tractades amb cel'lulasa i pectinasa per a I'analisi
de la suberina, es van analitzar varies quantitats de mostra seca (0,2 mg; 0,5 mg; 1 mg i 2 mg)
per duplicat 1 es va extreure la suberina mitjangant el protocol establert. La composicié
quimica per cadascuna de les mostres que es van assajar es va representar segons el tipus de
monomer: acids grassos (acid), diacids, alcohols primaris (OH), w-hidroxiacids (wOH) i acid
ferdlic (Figura 39). Amb els resultats obtinguts no observem diferéncies molt grans entre les
diferents quantitats d’aquests compostos, evidenciant que la mostra de partida pot variar de
0,2 a 2 mg per a I'analisi de la suberina. No obstant, es poden veure petites variacions en
alguns compostos que poden venir donades per variacions entre mostres, com per exemple,
el cas de l'acid C18, I'acid C23, I'acid C28 que augmenten en el cas de la mostra de 2 mg de
quantitat de teixit.

Per comprovar que la composicié quimica de la suberina d’arrels transformades via A.
rhizogenes no presentava alteracions rellevants aquesta es va comparar amb la d’arrels natives
de patata crescudes en cultiu hidroponic. Es van utilitzar arrels en cultiu hidroponic ja que les
arrels natives no transformades no creixien en medi liquid Gamborg B5. La comparativa
entre cadascuna de les repliques darrels transformades amb el vector buit
pK7GWIWG2_RedRoot_II (RRn.n) amb les arrels natives (DES) va permetre observar que
existien diferéncies en la quantitat de 10 monomers de la suberina (acid C20, C23 1 C30;
diacid C26; alcohol C26, C27, C28 i C30; i w-hidroxiacid C18 i C28) (test Kruskal-Wallis,
p<0,05). Quan hi havia diferéncies entre les arrels natives (DES) i les RRn.n, es van marcar
en el grafic amb un asterisc (*) (test U-Mann Withney, p<0.05) (Figura 40). Aquestes
diferencies en general s’observaven sobretot en compostos de cadena molt llarga i es
donaven totes elles en 2 o 3 esdeveniments independents de transformacio, pel que es poden
considerar canvis robusts. Els canvis de composicié en la suberina podrien deure’s a que la
inserci6 del T-DNA del plasmid Ri en les arrels peludes afectaria el desenvolupament de
determinades capes suberificades. No obstant, els canvis podrien deure’s a les diferents
condicions de cultiu d’arrels transformades 1 arrels natives, en medi liquid 7z vitro Gamborg

B5 i en medi hidroponic Hoagland a la meitat d’astringencia respectivament.
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Figura 40. Comparativa d’arrels natives cultivades en hidroponic i d’arrels transformades amb
A.rhizogenes i el vector buit pK7GWIWG2_RedRoot_II. Es representa la mitjana i la desviacio
estandard dels w-hidroxiacids. Les diferéncies significatives s’indiquen amb asterisc (p<0.035). DES
(n=4); RR1.3 (n=3); RR2.2 (n=3); RR4.2 (n=3)
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L’agrupacié dels monomers de suberina segons el tipus no resultava en cap diferéncia
significativa entre arrels natives 1 peludes transformades (test Kruscal-Wallis p>0.05) (Figura
41). En global doncs, la suberina de les arrels transformades via 4. rhigogenes presenten
diferéencies molt lleugeres en la quantitat de determinats monomers puntuals que no es
reflecteixen en canvis en la quantitat total dels diferents tipus de monomers presents en la
suberina de les arrels natives i peludes: acids grassos, diacids, w-hidroxiacids, alcohols
primaris 1 acid ferdlic. Aquestes lleugeres diferencies en la composicié quimica de la suberina
de les arrels transformades no s’espera que comportin canvis d’organitzacié estructural del
poliester de suberina, el qual podria adoptar la mateixa estructura macromolecular. En
conclusio, les arrels transformades via A. rhigogenes presenten una suberina comparable a la

d’arrels natives.
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Figura 41. Efectes de la transformacié d’arrels peludes en la composicié de classe de substancies de
la suberina. Es mostra la composicio per les arrels natives (DES) i de les arrels transformades (RR).
DES (4 esdeveniments independents de transformacid); RR (3 esdeveniments independents de

transformacié amb 3 répliques bioldgiques cadascuna).

3.3.3.2-0Obtencié d’arrels amb gens candidats de la suberina silenciats
L’objectiu es centrava en aconseguir arrels silenciades per la Lipid Transfer Protein SH.TP1.3,
VEthylene response factor StERF93 1 un transportador ABCG, I'S£ABCG20, tots ells gens
candidats a formar la suberina de patata 1 comentats en el — apartat 3.2. En paral-lel es va
incloure el silenciament d’un gen ja conegut i treballat anteriorment al nostre laboratori, el
CYP86.A33 (Serra et al., 2009b), codificant per una w-hidroxilasa d’acids grassos. En la pell
del tubercle, el seu silenciament via .A. fumefaciens resulta en la reduccié del 60% dels

monomers w-funcionals de la suberina, la perdua de lestructura lamel-lar tipica i una
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alteracié de la funcié protectora (Serra et al,, 2009b). En les arrels, la disminucié dels
monomers w-funcionals de la suberina resulta en la restriccié de I’entrada a les arrels de Fe,
Mn, Zn 1 Mg i en la sortida de K, reduint la biomassa adquirida per aquestes arrels

(Company-Arumi, no publicat).

3.3.3.2.1-0btenci6 d’arrels silenciades

Per obtenir arrels silenciades per CYP86.433, SA.TP1.3, StERF93 i StABCGZ20 es va utilitzar
el vector pK7GWIWG2-(II) Red-Root el qual en el seu T-DNA contenia la sequiéncia per
permetre la transcripcié del dsRNA (bairpin hpRNAI) especific per silenciar el gen diana, a
part del marcador de fluorescencia. En paral-lel es van obtenir linies control transformades
amb el vector buit, les quals anomenarem linies RedRooz (RR). Es van obtenir 5
esdeveniments independents de transformacié pel gen CYPE6.A33, 4 per la SATP1.3, 3 pel
StABCG20, 2 pel STERF93 i 3 per les controls RR. Cadascun d’aquests esdeveniments
independents de transformacié contenen un minim de dues repliques biologiques, excepte
ERF2.3 que contenia una unica replica biologica (Taula Suplementaria 1). Les arrels es van
propagar en medi liquid Gamborg B5 per obtenir suficient material per analitzar el
silenciament genic.

L’analisi del silenciament geénic es va realitzar mitjangant RT-qPCR usant com a gen
constitutiu de referencia el gen APRT (adenine phosphoribosy! transferase). Per tots els gens es van
identificar linies silenciades mitjancant el test U-Mann Withney (Figura 42). Per CYP86.433,
les linies silenciades van resultar ser les CYP1.3, CYP2.2 i CYP5.2, les quals tenien un nivell
d’expressio de CYPE6.A33 més baix respecte a les linies control RR (p<0,01) (Figura 42A i
B). Per SfERF93, ERF1.2 presentava nivells d’expressiéo més baixos que les linies control RR
(p<0,03) (Figura 42C 1 D). En el cas de 'S£ABCG20, les arrels ABCG3.2 1 ABCG4.2 estaven
silenciades (p<0.01) pero la linia ABCG2.2 no, tot i que disminuia I'expressié a la meitat de la
linia control RR (Figura 42E i F). Pel que fa al gen S#A_TP7.3, les linies LTP1.1, LTP1.2 i
LTP3.2 estaven silenciades (p<<0,03) i presentaven nivells d’expressié de transcrit molt
baixos. Cal dir que les linies controls no van resultar ser estadisticament diferents en quant a
Pexpressio del gen (p>0,05) (Figura 42G i H).

Aixi doncs, en general es pot concloure que el protocol establert i I'ds del vector
pK7GWIWG2-(II) Red-Root ha permeés obtenir un 65% d’eficiencia en I'obtencié d’arrels
silenciades via _A.rhizogenes, les quals expressen el hpRNA i indueixen eficagment el

silenciament genic post-transcripcional.
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Figura 42. Representacido de I'abundancia relativa de transcrit pel gens CYP86A33, StERF93,
StABCG20 i StLTP1.3 en les arrels natives anomenades Red Root i en les arrels peludes silenciades.
A), C), E) i G) representen I'abundancia relativa de transcrit de les 3 linies control transformades amb
el vector de desti buit pK7GWIWG2-(Il) Red Root (RR). B), D), F) i H) representen I'acumulacié de
transcrit diana del silenciament en cadascuna de les respectives linies de silenciament respecte al
control RR (representat amb mitjana). Cada linia conté un minim de dues répliques biologiques. Es
marquen amb asterisc aquelles linies que soén significativament diferents. CYP86A33 p<0,01;

StERF93 p<0,03; StABCG20 p<0,01; StLTP1.3 p<0,03.
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3.4-El transcriptoma del fellema durant el creixement estacional

3.4.1-Seqiienciacid, assemblatge i anotacio del transcriptoma de fellema

El desenvolupament del suro al llarg de Iestacié de creixement no s’ha estudiat mai a gran
escala. Si pero que lactivitat del fel-lema de surera (Quercus suber) o suro s’ha analitzat en
moments puntuals del desenvolupament aplicant técniques d’alt rendiment com la
proteomica (Ricardo et al., 2011), els microarrays de cDNA (Soler et al., 2007) i PRNAseq a
través de la plataforma Roche 454 (Teixeira et al., 2014; Teixeira et al., 2017; Boher et al,,
2017). No obstant, aquestes técniques rarament s’han aplicat de manera quantitativa. En
aquest treball es va utilitzar una tecnologia de seqiienciacié massiva que permetia una
profunditat de lectures molt elevada, la tecnologia Illumina, la qual oferia la sensibilitat per
obtenir dades quantitatives del transcriptoma i per identificar gens de menor expressio.
Aquesta tecnologia es va aplicar per seqiienciar mostres d’RNA de fel-lema de surera que
provenien d’arbres d’edat similar i que es van recollir durant els periodes d’abril, juny i juliol.
Per cada mes, abril, juny i juliol, es van analitzar 3, 3 1 4 repliques biologiques,
respectivament. Per a cadascuna de les repliques es va extreure PRNA i seguidament es va
construir 1 sequenciar les llibreries de cDNA. El valor mig de les lectures netes obtingudes en
totes les llibreries va ser de 45.506.813 (Taula Suplementaria 2) essent el valor maxim de
65.158.221 (llibreria de juliol_2) i el valor minim de 32.722.316 (llibreria de juny_3). Les
lectures de les 11 llibreries es van assemblar de novo generant un genoma de referéncia de
fel-lema de 404.970 contigs amb llargades que variaven entre els 200 pb i els 17.000 bp, amb
una mitjana de 609 pb i una N50 de 853 pb. L’alt percentatge de lectures mapejades, encara
que variava en funcié de la llibreria entre un 84% i 95%, reflectia la bona qualitat de
I’assemblatge (Taula Suplementaria 2). El transcriptoma de fellema es va anotar a través de
la base de dades UniProt mitjancant un BlastP (E-value <107) generant 58.564 contigs
anotats, amb la base de dades TAIR mitjancant un BlastX (E-value <107) generant 182.671
contigs i amb una base de dades de suro generada al nostre laboratori (Boher et al., 2017)
mitjangant un BlastN (E-value <10°) amb un total de 108.859 contigs anotats. A més, els
contigs anotats es van classificar en Gene Ontologies (GO) generant 22.178 contigs assignats a

GOs (Taula Suplementaria 3).

3.4.2-Validacié RT-qPCR

Per tal de validar els resultats obtinguts amb RNAseq, ’'abundancia relativa de varis gens es
va comparar amb valors obtinguts amb les mateixes mostres mitjancant RT-qPCR (Soler et
al., 2008; Boher et al, 2017). Aquests gens son representatius de diverses categories

funcionals: metabolisme de carbohidrats (SUS4), sintesi d’acids grassos de novo (PDH-Ela,
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WRI1, FATB), paret cel'lular (EXP8), metabolisme d’hormones (BRL3, PIN3, GID1B),
mort cel'lular (BI1), regulacié de meristema (ETR2, DWF1, HK3, STM, WOX4, HB-8),
factors de transcripcié (WRKY43, NACO058), proteines MADS-box (AGL25/FLC,
AGL20/SOC1, AGL7/AP1), sintesi de suberina (HCBT, CYP86A1, GPAT5), metabolisme
secundari (BAN, Bas, F5H) i estres (HSP17.4, ANN, APX2). Els noms complets dels gens 1
els valors de Log2Ratio per RNAseq i RT-qPCR es mostren a la Taula Suplementaria 4.

Per comprovar si els resultats d’RNAseq correlacionaven amb els de RT-qPCR, per tots els
gens analitzats es van fer comparacions directes entre mesos (juny/abril, juliol/abril i
juny/juliol) amb posterior analisi de correlaci6 de Pearson (Figura 43). Els resultats
estadistics van indicar una correlacié significativa (p<<0,001) en les tres comparatives, validant
aixi els resultats de 'RNAseq. Cal remarcar que en la comparativa juny/juliol els valors de
Log2Ratio obtinguts es trobaven en el rang de [-1, 1] mentre que en la resta de comparatives
era més elevat [-3, 3,5] evidenciant una major similitud d’expressié d’aquests gens entre juny 1

juliol.

Figura 43. Correlacié entre dades del Log2Ratio obtingut en els experiments de RT-gPCR i RNAseq. Es
representa la regressio lineal amb la correlacié de Pearson (p). (A) Quocient entre els mesos de

Juny/Abril. (B) Quocient entre els mesos de de Juliol/Abril. (C) Quocient entre els mesos de Juny/Juliol.

La comparativa del patré d’expressié individual de cadascun dels gens al llarg dels mesos

segons RT-qPCR 1 RNAseq es mostra a la Figura Suplementaria 15.

118



/RESULTATS I DISCUSSIO/

3.4.3-Nous gens candidats en la formacié de la suberina

Donat que la biosintesis de la suberina és un factor clau en la diferenciaci6 del fel'lema i la
formaci6 del suro i que actualment hi ha un bon coneixement dels gens implicats en aquesta
via biosintetica a Arabidopsis es va analitzar el comportament d’aquests gens en els tres
punts de I'estaci6 de creixement estudiats. Mitjangant 'anotacié disponible a la base de dades
TAIR i la base de dades Aralip (http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/pathways), es
van identificar i classificar els possibles ortolegs dels gens implicats amb I'acumulacié de
suberina i ceres en base a Aralip i/o literatura contrastada recent (Taules Suplementaria 5)
(Figura 44). En aquesta mateixa figura (Figura 44) també es van incloure gens que es troben
upstream de la via biosintetica de la suberina, que estan implicats en la sintesi de 7ovo d’acids
grassos a plastidis, en base a les dades d’Aralip. Per altra banda la resta de gens presents a la
llibreria, que també es trobaven a la base de dades d’Aralip i que per tant s’havien relacionat
amb processos lipidics en els vegetals, es van classificar per tenir una funcié putativa en la
biosintesi de suberina i ceres associades a la suberina (Taula Suplementaria 6) (Figura 45).
Especificament, a les Figures 44 i 45 es mostren les diferents etapes per la deposicié de
suberina i ceres a la paret cel-lular. Per cada gen es mostra el nivell d’expressio relatiu en els
tres mesos per poder avaluar-ne el patré d’expressid, on 'expressié maxima es mostra en
blau i la minima en groc. Per valorar el grau d’expressié del gen es mostra també 'expressio
absoluta total dels tres mesos en FPKMs.

La sintesi d’acids grassos es produeix al plastidi de les cel-lules vegetals donant lloc a cadenes
hidrocarbonades de 16 1 18 carbonis (16:0, 18:0 i 18:1), les quals poden ser exportades i
modificades posteriorment al reticle endoplasmatic mitjangant enzims que participen en la
biosintesi de suberina i ceres. L’elongacié dels acids grassos a VLCFA (> 18C) t¢ lloc
mitjangant el complex d’elongacié d’acids grassos (FAE), del qual es van identificar 4 gens en
I'RNAseq: la f-Keotacyl-CoA synthase 20 (KCS20), la f-Keotacyl-CoA synthase 1 (KCST), la f-
Keotacyl-CoA synthase 2 (KCS2) ila B-Keotacyl-CoA synthase 6 (KCS6). Sha demostrat que el gen
KCS20 (Lee et al., 2009) 1 KCS2 (Franke et al., 2009; Lee et al., 2009) estan implicats en la
formaci6 de cadenes >C20 de la suberina, ja que els mutants presenten una reducci6 en la
carrega de suberina. El gen KCS7 sintetitza acids grassos de cadena llarga i a,w-diacids,
monomers caracteristics de la suberina, pel que es va suggerir com a gen biosintetic de la
formaci6 d’aquest polimer (Todd et al., 1999). El gen KCS6 és molt homoleg a S7KCS6 (Serra
et al., 2009a), aquest ultim responsable de ’elongacié d’acids grassos majors de C26 de la
suberina i ceres a patata. Durant el mes de juny es va produir una major induccié dels gens

KCS20 1 KCS'1, que presentaven alta expressio (> 1.000 FPKMs) durant P'estacio, i de KCS6,
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de baixa expressio (<1,5 FPKMs) (Figura 44). Aquest fet posa de manifest que el complex
FAE és més actiu durant el mes de juny. No obstant, el pic d’expressi6 a Pabril de KCS2, de
baixa expressié6 (~50 FPKMs), podria indicar que durant aquest mes la biosintesi de la

suberina ja és activa i que en funcié6 de lestacionalitat s’activa un o altre enzim.
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Figura 44. Representacié de gens implicats en la sintesi de novo d’acids grassos a plastidis, en la biosintesi de la suberina i el seu export a la paret cellular, els
quals corresponen als possibles ortolegs d’Arabidopsis identificats en I'RNAseq de surera. Per cada gen es mostra I'expressioé relativa al llarg de I'estacio (abril,
juny i juliol) i I'expressio total expressada en FPKMs per evidenciar si son gens d’alta o baixa expressio. El blau representa alts nivells d’expressio i el color groc
baixos nivells d’expressio. En les rutes biosintétiques es marquen en vermell els gens que es van identificar en ’'RNAseq amb una funcié demostrada. [1] Nivells

d’expressio dels diferents mesos; [2] Nivells d’FPKMs totals.
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Figura 45. Representacio de la via biosintética de la suberina i el seu export a la paret cellular on es mostra una proposta d’agrupacions de gens candidats
identificats en ’'RNAseq, en base als seus possibles ortolegs d’Arabidopsis. Per cada gen es mostra I'expressio relativa al llarg de I'estacio (abril, juny i juliol) i
I’expressio total expressada en FPKMs per evidenciar si son gens d’alta o baixa expressié. El color blau representa alts nivells d’expressio i el color groc baixos

nivells d’expressié. [1] Nivells d’expressio dels diferents mesos; [2] Nivells d’FPKMs totals.
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Un cop sintetitzats els acids grassos de cadena molt llarga (VLCFAs) aquests es modifiquen:
els alcohols primaris 1 o,w-diols s’obtenen a través de I'accié de reductases d’acids grassos
(FARs); w-hidroxiacids (w-OHs) i acids o,w-dicarboxilics (DCAs) s’obtenen a través de
Poxidacié per enzims citocroms P450 (familia CYP80); 1 la unié per enllag ester del glicerol
als w-OHs i DCAs produint monoacilglicerols ve determinada per les glicerol 3-fosfat
acetiltransferases (GPATSs). Cal remarcar que 'ordre d’aquestes reaccions encara no és clara
(Pollard et al., 2008). En 'RNAseq es van identificar contigs ortolegs als gens F.4AR4 1 FARS,
d’expressié baixa (~100 FPKMs i 2 FPKMs), que s’expressaven més durant el mes d’abril
mentre que FAR7, amb expressio total practicament nul-la (<1 FPKMs), s’induia al mes de
juliol (Figura 44). Els contigs ortolegs a CYP86.A1, CYPS6BT i GPATS, corresponien a gens
d’expressio elevada (>5.000 FPKMs) amb un pic d’expressio al juny, tot i que també tenien
nivells d’expressio elevats durant la resta de mesos. Es coneix que la mutacié de CYP§6.AT
redueix fortament els nivells de C16, C18 i C18:1 w-OHs i a-w-DCAs (Hoéfer et al., 2008; Li
et al., 2007) 1 el seu ortoleg a patata presenta efecte principalment en C18:1 w-OHs i o-w-
DCAs i una alteracié6 molt evident en la lamel‘la de suberina (Serra et al., 2009b). En canvi
CYPS6BT afecta a C22 1 C24 w-OHs 1 a-w-DCAs (Compagnon et al., 2009; Molina et al.,
2009). La GPAT?5 en canvi, redueix w-hidroxiacids i a-0-DCAs (Beisson et al., 2007; Li et
al., 2007; Yang et al., 2010). El F.4R4 (~113 FPKMs) i el FARS5 (~2 FKPMs), redueixen els
alcohols de C20 i C18 respectivament, mentre que el F.AR7 (<1 FPKMs), redueix els
alcohols C22 (Domergue et al., 2010; Vishwanath et al., 2013). Amb aquests resultats es pot
deduir que la via de reduccié dels acids grassos és la primera en activar-se durant el mes
d’abril, mentre que posteriorment, durant el mes de juny, quan el creixement és més acusat,
s’activa la via de I'oxidacié mitjancant els CYPs. Aixo pero, no implica que durant el mes
d’abril no tingui lloc aquesta oxidacid, sind que no és tant acusada.

Al citoplasma té lloc la produccié dels alky/ hydroxycinnamates (AHCs) a través de Pesterificacio
d’un fenilpropanoid (acid ferdlic, acid cafeic o acid coumaric) amb alcohols d’acids grassos
mitjangant aciltransferases que s’han implicat en la formacié de suberina i ceres (Li-beisson et
al., 2010). En 'RNAseq es van identificar de la via dels fenilpropanoids (Figura 44) contigs
ortolegs del gens Aliphatic Suberin Feruloy! Transferase (ASEFT), amb elevats nivells d’expressio
totals >9.000 FPKM:s i expressié maxima al juny, mentre que pel contrari, es van veure Fazzy
Aleohol:Caffeoyl-CoA Transferase (FACT) amb baixos nivells d’expressié totals (30 FPKMs) i
expressio maxima a P'abril. La mutacié en el gen ASFT provoca una baixada dels ésters de
ferulic en la suberina alifatica i les ceres (Gou et al., 2009; Molina et al., 2009; Serra et al.,

2010), mentre que la del gen FACT disminueix els ¢sters de cafeic de C18-C22 de les ceres
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associades a la suberina (Kosma et al., 2012). Novament trobem que hi ha vies que s’activen
més aviat, com la de I'acid cafeic, mentre que d’altres la seva major activacié ve donada més
tardanament com la via de I'acid ferulic.

Pel que fa al transport dels monomers de suberina a I'apoplast, una de les hipotesis més
acceptades és que es doni via membrana plasmatica a través dels transportadors ABC (ATP-
binding-cassette). En 'RNAseq es van identificar tres ABCGs implicats en el transport de
suberina: 'ABCG20 1 'ABCG6, ambdds altament expressats amb ~4.000 1 ~700 FPKMs
respectivament, i amb una expressi6 més elevada al juny, i 'ABCGT7 d’expressié més
discreta i amb la induccié maxima al juliol. Els transportadors ABCG6 1 ABCG20 quan estan
mutats produeixen una lamel‘la de suberina alterada i tenen afectada la permeabilitat, que és
més gran (Yadav et al., 2014). En el cas del ABCG77 s’ha demostrat que la seva alteracié
produeix disminucié de l'alcohol C18 i del w-OH i diacid C16 i C18:1 de la suberina
(Panikashvili et al., 2010). A més, es va identificar també una nsL'TP coneguda de suberina
(AtLTPL4) d’alta expressié (>3.000 FPKMs) que s’expressava de manera abundant durant el
mes de juliol (> 1.000 FPKMs), pero que contenia una expressiéo mitjana durant el mes de
juny.

De cara als reguladors, es va identificar el gen MYB47 que tot 1 que s’expressa de manera més
elevada al juliol, té uns nivells d’expressi6 totals practicament nuls (<1 FPKMs). Aquest gen
que inicialment es va relacionar amb Destres abiotic 1 la formacié de la cuticula (Cominelli et
al., 2008), es va veure que la seva sobreexpressio provocava acumulacié ectopica de suberina
en fulles i induccié de gens biosintetics de suberina (Kosma et al., 2014). A més, es va trobar
a posteriori d’altres reguladors que no es trobaven dins I’Aralip, ja que s’han descobert
recentment, com ¢és el cas del MYB707 (Lashbrooke et al., 2016) i del MYB93 (Legay et al.,
2016), ambdds implicats en la deposicié de la suberina i el NACSS, ortoleg de 'StINACT03
de patata que recentment s’ha descrit com a un repressor de la sintesi de suberina (Verdaguer
et al., 2016). Es va observar que aquests tres factors de transcripcié tenien bons nivells
d’expressio i contenien un pic d’expressio durant el mes de juny.

La sintesi de la suberina i les ceres associades és dificil de separar degut a que ambdos,
poliester i extractius, estan formats per compostos molt semblants pel que comparteixen vies
biosintetiques i enzims. No obstant, la suberina presenta w-OHs i a-w-DCAs no presents a
les ceres (Pollard et al., 2008). Aquests monomers contenen grups funcionals als dos extrems
de la cadena hidrocarbonada, els quals probablement siguin molt reactius per formar
rapidament enllagos éster amb glicerol (via GPATS) o acid ferulic (via ASFT) per poder ser

incorporats a la suberina. Aquests gens, propis de la biosintesi de la suberina, sén altament
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expressats 1 tenen pic d’induccié al juny, indicant que és durant aquest mes quan la sintesi
d’aquest poliester és superior probablement perque és quan es donen les condicions de
temperatura i humitat optimes pel creixement, coincidint amb el periode en el qual es sol
pelar el suro. Interessant és l'observacié que tots els contigs identificats amb expressio
superior a 1.000 FPKMs, considerats d’alta expressio, presenten el pic d’expressié també al
juny pel que aquestes dues caracteristiques pensem que podrien ser de valua per identificar
nous gens candidats de la suberina. Es per aixo que del conjunt de gens que s’han relacionat
amb la sintesi de lipids diferent de la suberina i ceres (Figura 45) es destaquen principalment
aquells que presenten aquestes dues caracteristiques.

Pel que fa al complex FAE, es van identificar diverses KCR 1 KCS involucrades en
'elongacié d’acids grassos. Els gens que eren més expressats (>1.000 FPKMs) corresponien
ala KCR7, PAS2 (amb activitat acil-CoA dehidratasa) i ECR (CER19, enoyl-CoA reductasa)
amb un pic d’expressio al juny, i que recentment s’han relacionat amb la biosintesi de ceres
en Arabidopsis (Park et al., 20106). Per altra banda, en el cas de la biosintesi de la suberina
alifatica que té lloc al reticle endoplasmatic, es van identificar varis gens de la familia CYP,
WSD, FAR i LACS, pero cal destacar que la proteina que més s’expressava era la LACS2
(>8.000 FPKMs), amb un pic maxim d’expressié al juny, que catalitza la formacié dels
intermediaris @w-OH-Co4 de cadena llarga 1 esta relacionada amb la biosintesi de cutina
(Schnurr et al., 2004). També es va identificar, tot i que en menor quantitat una F.4R3 (>300
FPKMs) amb un pic d’expressio al juny, relacionada amb la sintesi de ceres (Busta & Jetter,
2017; Lee & Suh, 2015) i cutina (Yang et al., 2017). En la via dels fenilpropanoids que té
lloc al citoplasma, observem que la majoria de gens que es van identificar s’expressaven
durant el mes de juny i1 que 4 d’ells tenien expressions totals molt altes (>1.000 FPKMs).
Entre ells trobem, CCoAOMT, C4H, 4CL7 i C3H involucrats en la sintesi de lignina en
Arabidopsis (Meyermans et al., 2000; Sundin et al., 2014; Vanholme et al., 2013). Pel que
respecta al transport que té lloc al citoplasma i/o membrana plasmatica, podem observar que
basicament els gens implicats formen part de la familia dels ABCGs o de les nsLTPs. En
capitols anteriors (apartat 3.2.2 1 3.2.3), ja es parla d’aquestes dues families per explicar el
transport dels monomers de suberina. Entre els gens d’elevada expressié (> 1.000 FPKMs)
es va identificar la nsI[.TP7.3 que s’expressava molt durant el mes d’abril i que justament és
un dels gens candidats proposat (apartat 3.2.2) per al transport de monomers de suberina.
Dins de la familia dels ABCGs, podem observar que ABCG23 1 ABCG10, que tenen uns
nivells d’expressié més baixos (< 1.000 FPKMs), s’expressen molt durant el mes de juny.

Aquests dos gens, també s’han proposat durant 'apartat 3.2, com a possibles gens candidats
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per al transport de monomers de suberina. Pel que fa a la regulacid, es van identificar varis
factors de transcripcié: SHINZ té una major expressio al juny i és el factor de transcripcié
amb els nivells d’expressio més elevats (~20 FPKMs) i SHN7 amb expressio al juny, perd
amb menor quantitat (9 FPKMs). Aquests gens, fins ara s’han relacionat amb la sintesi i
acumulacié de ceres en Arabidopsis (Aharoni et al., 2004; Broun et al., 2004), pero també
s’ha observat que SHIN7 esta involucrat en la sintesi de ceres en arros (Wang et al., 2012) i en
tomaquet (Al-Abdallat et al., 2014). També es va identificar CER7 que s’expressava més
durant el mes d’abril, actuant com a regulador d’un gen biosintetic clau de ceres cuticulars
CER3/WAX2/YRE a través de la degradacié del mRNA que cortrespon al seu repressor
(Hooker et al., 2007). Per ultim, es coneix que el factor de transcripcié MYBY6 regula la
biosintesi de les ceres cuticulars en Arabidopsis sota condicions d’estres (Seo et al., 2011).
MYBY96 presentava uns nivells d’expressié molts baixos (< 1 FPKM) i s’expressava més

durant el mes d’abril.

3.4.4-Analisi de I'expressio diferencial

L’agrupament jerarquic de les mostres (Figura 46A) es va generar usant la correlacié de
Pearson 1 a través del programa MeV (Saeed et al., 2003). Les repliques biologiques de cada
mes (abril, juny 1 juliol) s’agrupaven entre elles evidenciant la replicabilitat i similitud entre els
seus transcriptomes. A nivell superior, les mostres de juny i juliol també es van agrupar
posant de manifest la major similitud dels transcriptomes d’aquests dos mesos respecte a
abril.

El paquet estadistic DESeq2 es va utilitzar per identificar els contigs diferencialment
expressats (DE) entre mostres. Vam utilitzar només aquells contigs que tenien un fold change
> 2 1 posteriorment varem filtrar les mostres amb un FDR (False Discovery Rate) < 0,05
(nombre de contigs finals obtinguts). Abril i juny presentaven 3.537 contigs DE, abril i juliol
5.754, 1 juny 1 juliol 48. Aixi, mentre els transcriptomes d’abril i juliol eren els més diferents
degut probablement a unes majors diferéncies en les condicions climatiques, els de juny i
juliol eren els més semblants, probablement també per les mateixes causes. L’expressio
especifica dels contigs diferencials en els diferents mesos es mostra en el diagrama de Venn
(Figura 46B) (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Dels 8.103 contigs DE,
un 99,7% corresponien a gens especifics del mes d’abril (5.738 gens especifics/5.755 gens
totals al mes d’abril), mentre que només un 62,9% dels gens eren especifics durant el més de
juny (877 gens especifics/1394 gens totals al mes de juny) i un 64,9% durant el mes de juliol
(961 gens especifics/1481 gens totals al mes de juliol). Es pot observar també que durant el

mes de juny hi ha un 36,6% dels gens que estan compartits amb el mes de juliol (510 gens
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compattits (juny/juliol)/1394 gens totals juny), mentre que un 34,4% dels gens de juliol sén
compartits amb el mes de juny (510 gens compartits (juny/juliol)/1481 gens totals juliol).
Aquests resultats reafirmen la major similitud de transcriptomes entre els mesos de juny i

juliol 1 la seva discrepancia amb el mes d’abril.

Figura 46. Analisi de I'expressi6 diferencial de les mostres per mesos. (A) Agrupament jerarquic de les
dades d’expressio génica dels diferents contigs en les mostres d’abril, juny i juliol mitjancant el
programa MeV amb correlacié de Pearson (-2<FC>2, p<0.05); (B) Es mostra un diagrama de Venn que

representa el solapament entre contigs en els diferents mesos.

127



/RESULTATS I DISCUSSIO/

3.4.4.1-Visualitzacié dels processos diferencialment expressats mitjangant

MapMan
Els contigs diferencials (q_value <0.05) entre mesos (abtil/juny; abril/juliol; juny/juliol) es
van mapejar amb les categories funcionals del MapMan (‘bins’) que cobreixen una gran
varietat de rutes bioquimiques i reguladores, les quals permeten tenir una visié general de la
comparativa. Les categories funcionals (‘bins’) que van presentar un major nombre de gens
diferencials en les comparatives abril/juny i abril/juliol van ser estrés, RNA, metabolisme
secundari, metabolisme d’hormones i senyalitzacié (Taula 17). La categoria més abundant a
totes les comparatives va ser I'estres, essent més representada en la comparativa abril/juliol
(1,68 vegades més representat al juliol que al juny). El metabolisme secundari i 'RNA van ser
211,43 vegades més abundants a la comparativa abril/juliol, respectivament.
Cal destacar que durant la comparativa abril/juliol, els gens diferencials relacionats amb
sintesi de paret cel'lular i desenvolupament sén 6.75 i 5 vegades més abundants que a la
comparativa abril/juny respectivament, encara que desenvolupament és una categotia poc

representada.

Taula 17. Nombre de contigs diferencialment expressats en las categories funcionals (bins) en el

MapMan. Es representa el quocient entre la comparativa (abril/juliol) / (abril/juny).

Codi Nom Bin Abril/Juny Abril/Juliol Juny/Juliol Ratio
3 metabolisme menor CHO 12 4 - 0,33
10 paret cellular 8 54 - 6,75
11 metabolisme lipidic 8 9 - 1,12
16 metabolisme secundari 54 109 - 2,01
17 metabolisme d'hormones 58 36 - 0,62
20 estrés 167 281 10 1,68
21 redox 12 9 - 0,75
26 miscellania 6 3 - 0,5
27 RNA 73 105 - 1,43
28 DNA 7 5 - 0,71
29 proteina -* 65 - 650
30 senyalitzacio 76 75 - 0,98
31 céllula 1 4 - 4
33 desenvolupament 2 10 - 5

* S’ha donat un valor de 0.1
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Els gens diferencials trobats en les comparatives d’abril/juny i abril/juliol es van analitzar pel
que fa a metabolisme i estres (Figures 47 148). En la representacié general del metabolisme
(Figura 47A 1 47B), la degradacié del mido [1] (Szarch) i la glucosa [2] estava activada al juny i
al juliol. La glicolisi [3] proveeix d’acetil-CoA per sintetitzar acids grassos [4], els gens
biosintetics dels quals també es van trobar sobreexpressats al juny i al juliol respecte a I'abril
en la representacié del metabolisme segons MapMan. La biosintesi d’acids grassos i
'elongacié d’acids grassos de cadena molt llarga sén necessaris per la sintesis de la suberina.
Dins d’aquesta categoria trobem gens com la kezoacyl-ACP synthase 3 (KASIII) (Takami et al.,
2010) implicada en la sintesi de novo dels acids grassos i la ketvacyl-CoA synthase 11 (KCST1),
implicada en la seva elongacié dels acids grassos per obtenir VLCFA (Takami et al., 2010). El

metabolisme secundari es trobava també activat al juny 1 juliol, especificament el

metabolisme de flavonoides i fenilpropanoides respectivament.
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Figura 47. Visi6 general MapMan del metabolisme dels contigs diferencialment expressats (A) Es
mostren els contigs diferencials en la comparativa abril/juny. (B) Es mostren els contigs diferencials
en la comparativa abril/juliol. Els quadres representen gens, en vermell aquells més induits a I'abril i
en blau els més induits al juny. (-2<FC>2, p<0.05). [1] Midé; [2] Glucosa; [3] Glicolisi; [4] Sintesi de
lipids.
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Figura 48. Visi6 general MapMan de I'estrés bidtic i abiotic dels contigs diferencialment expressats (A)
Es mostren els contigs diferencials en la comparativa abril/juny. (B) Es mostren els contigs
diferencials en la comparativa abril/juliol. Els quadres representen gens, en vermell aquells més

induits a I'abril i en blau els més induits al juliol (-2<FC>2, p<0.05).
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L’activaci6 de la via dels flavonoides és coherent amb la preséncia de tanins en el suro (Koes
et al., 2005; Soler et al., 2007; Varea et al., 2001). Quan observem el comportament de Iestres
durant aquests mesos podem veure que l'estres abiotic esta activat al juny respecte a P'abril,
fet esperable degut a 'augment de les temperatures durant el mes de juny (Figura 48A) pero
essent més acusat en el mes de juliol (Figura 48B) on les temperatures sén encara més
elevades. Concretament trobem proteines relacionades amb la resistencia a calor com
HSP20, HSP21, HSP23.6, HSP70, HSPS1 1 HSP101. Per altra banda, podem observar una
gran activacié de Iestres biotic a I'abril en les dues comparatives, tan pel que fa a gens que
codifiquem per proteines R o de resistéencia, factors de transcripcié i proteines PR
(Pathogenesis-related). Les proteines PR s’indueixen per estrés i protegeixen enfront lestres
biotic. Les proteines R tenen una funcié protectora important ja que s’ha vist que la
interaccié de proteina R amb proteina d’aviruléncia del patogen desencadena una resposta de

defensa molt potent i dona lloc a la induccié de PR entre altres gens (Jones & Dangl, 2000).

3.4.4.2- Agrupacions segons el patr6 d’expressioé dels contigs diferencialment

expressats i analisi de les categories funcionals enriquides
Els contigs DE es van agrupar en funci6 de la seva expressio al llarg dels mesos utilitzant les
mitjanes de les diferents repliques. Es van generar 5 agrupacions diferents (Figura 49) seguint
una correlacié de Pearson. Els clasters 1, 2 1 3 contenien contigs DE amb un nivell maxim
d’expressié a 'abril perd amb un comportament diferent durant juny i juliol. El claster 1
(1.051 contigs DE) presentava un decreixement progressiu durant el juny i juliol, el cluster 2
(815 contigs DE) presentava una baixa expressio al mes de juny i el claster 3 (3.887 contigs
DE) presentava expressié baixa durant juny i juliol, mesos en els quals es mantenien els
nivells d’expressié. Contrariament, els clasters 4 i 5 contenien contigs DE amb un nivell
minim d’expressio a I'abril i, si bé el claster 4 (1.221 contigs) presentava un pic d’expressio al
juny, el claster 5 (1.129 contigs DE) presentava un pic al mes de juliol.
Per valorar la possible funcié conjunta dels contigs DE agrupats en cada claster, es van
analitzar les categories funcionals GO enriquides per cada claster (Taula Suplementaria 7), les
quals després es van agrupar a termes GO jerarquics superiors mitjancant leina
bioinformatica ReviGO (Supek et al., 2011) per simplificar-ne els resultats (Figura 50). FEls
contigs més rellevants de cada claster amb els valors d’expressioé es mostren a les Taules 18-

22.
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Figura 49. Agrupacions dels transcrits segons el seu patré d’expressié al llarg dels mesos assajats, a
partir de les dades utilitzades per a la realitzacid de I'agrupacid jerarquica (-2<FC>2, p<0.05).
S’observen 3 clisters amb un pic maxim d’expressio a I'abril (Cluster 1, Cluster 2, Clister 3), un
clister amb un pic d’expressio maxima al juny (Claster 4) i per Gltim, un cllister amb pic d’expressi6 al

juliol (Cluster b).

Pel que fa al claster 1 (Figura 50A) les categories més enriquides pertanyien a processos de
senyalitzacio i resposta (senyalitzacio, transduccié del senyal, resposta cellular a la deficiencia
del fosfat, a estimuls, a estimuls extracel-lulars, en defensa i senyalitzacié de receptors de la
superficie de la cellula). Aquestes categories son coherents amb el fet que després de la
pausa hivernal cal I'activacié de vies de transduccié del senyal per desencadenar programes
cel'lulars que iniciin la formacié del fel-lema. També es van trobar categories relacionades
amb la sintesi d’esterols i brassinoesteroids i ’homeostasi de brassinoesteroids, hormones
relacionades amb el creixement 1 desenvolupament de les plantes (Bishop & Koncz, 2002;
Tang et al.,, 20106). Entre els gens identificats (Taula 18) destaquen gens de la familia WRKY
(WRKY19/AtMEKK4, WRKY?75), els quals poden regular diverses respostes a través d’una
complicada xarxa de gens (Phukan, Jeena, & Shukla, 20106), s’han relacionat amb la regulacié
fisiologica de les plantes i s’indueixen també en situacié d’estres biotic i abiotic (Eulgem,
2000; Mohanta et al.,, 2016). L’activacié del gen de la familia Wuschel Wus-Interacting
Protein 2 o Topless-Related 4 (WSIP2) involucrat en la regulacié per brassinoesteroids (Oh
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et al., 2014) i en mantenir les cel-lules mare del meristema apical del brot indiferenciades
(Kieffer et al., 2006) esta d’acord amb I'activitat meristematica que requereix el fel-logen a
I'inici de Pestaci6 de creixement. Per altra banda, tot 1 que no quedin reflectits dins cap de les
categories enriquides, es van trobar gens que podrien estar relacionats amb la modificaci6 de
la paret cel'lular. Per la biosintesi de la suberina caldria 'activacié d’alguns gens relacionats
amb la sintesi d’acids grassos de novo 1 elongacié d’acids grassos. Concretament es va
identificar un regulador transcripcional de gens implicats en la sintesis d’acids grassos WRI7
(Sébastien et al.,, 2007; Cernac & Benning, 2004) 1 una Acety/-CoA Carboxylase (ACCoAT)
implicada en la formacié d’acids grassos de cadena molt llarga 1 relacionada amb les ceres
cuticulars (Baud et al., 2003; Lu et al., 2011). L’activacié6 d’un possible ortoleg de la sucrose
synthase (SUS2) podria també tenir un paper en la degradacié de sucrosa i per tant, la
biosintesi d’acids grassos (Koch, 2004), tot 1 que podria també relacionar-se amb la formacié
de cel'lulosa (Baroja-Fernandez et al, 2012). A més, trobem un membre de la familia
Casparian Strip Membrane Domain Proteins (CASPL1C-7) implicat en el reclutament d’enzims
que modifiquen la paret cel'lular 1 s’ha suggerit que les CASPLs delimitarien la regi6 de la
membrana plasmatica a on aquestes modificacions tindrien lloc (Roppolo et al., 2014). Amb
una funcié relacionada trobem també expansines (EXPA7, EXPAS) involucrades amb la
sintesi i extensié de la paret cel'lular (McQueen-Mason i Cosgrove, 1994; Lee et al., 2001) 1
un membre de la familia NAC (IN.AC075) que s’ha relacionat amb Iengruiximent de la paret
secundaria (Sakamoto & Mitsuda, 2015).

En el claster 2 (Figura 50B) també es van identificar categories relacionades amb
senyalitzacio, transduccio de la senyal, resposta de defensa a estimuls i regulacié biologica. A
més, van sobresortir categories relacionades amb el processat de 'RNA, la traduccié de
I'RNA (modificacié de I'acid amino-peptidil) 1 la modificacié post-transcripcional proteica.
Aquestes categories estarien d’acord amb la gran activitat transcripcional i traduccional
necessaria durant el mes d’abril, en que les ccllules s’han d’activar i establir un programa
genetico-cel-lular diferent per formar el fel'lema. A nivell de reguladors transcripcionals es
va identificar Portoleg a MYB62, involucrat en la regulacié per falta de fosfat via canvis en el
metabolisme i senyalitzacié de les gibberel-lines (Devaiah et al., 2009), i WRKY39, implicat
en la resposta a estrés per calor (Li et al.,, 2010) (Taula 19). Pel que fa la lignina, es van
identificar dues laccases (I.AC72 i [.ACT5) involucrades en la seva polimeritzacié (Zhao et
al., 2013). Igualment que en el claster 1, es van identificar contigs identificats com WSIP2

(Kieffer et al., 20006) 1 expansines (EXPAT, EXPATT).
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El claster 3 (Figura 50C) era el que agrupava més nombre de contigs. Aquest claster estava
molt enriquit amb categories funcionals relacionades amb la senyalitzacié igual que els
clasters 11 3 (regulacié negativa de la mort cel-lular i regulacié de la resposta a estimuls). Per
altra banda, en aquest cluster destacaven moltes categories relacionades amb el metabolisme
(metabolisme primari, del nitrogen, procés metabolic de les macromolécules 1 beta-oxidacio
dels acids grassos), el catabolisme i la modificacié de lipids, i varies categories relacionades
amb el creixement cel-lular i la paret cellular (procés metabolic dels polisacarids de la paret
cel'lular, procés biosintetic de la cellulosa de la paret cel'lular i procés biosintétic de la
lignina). També destaquen la ubiquitinacié de proteines. A nivell genic, es va identificar
Portoleg a WSIP2 (Kieffer et al, 2000) igual que el clister 1 i1 2, i també altres gens
relacionats amb Dactivacié i desenvolupament de meristemes com WOX73 (Romera-
Branchat et al,, 2013) i STM (Groover et al, 2006). Entre els gens relacionats amb la
biogeénesi de la paret cel'lular trobem, igual que els clasters 1 1 2, membres de la familia
d’expansines (EXPAT, EXPAG6 1 EXPAS) (McQueen-Mason & Cosgrove, 1994; Lee et al,,
2001), NACO75 (Sakamoto & Mitsuda, 2015) 1 dos gens de la familia SUS (S§US7, SUS6) que
podrien tenir un paper en 'acumulacié de cel'lulosa (Baroja-Fernandez et al., 2012) pero que
també s’han relacionat amb sintesis d’acids grassos i fins i tot acumulacié de suberina (Boher
et al., 2017; Troncoso-Ponce et al., 2011). Pel que fa a la biosintesi de lighina destaquen varis
gens de la familia de les lacases (ILACS, [LAC7, L.ACT4, .ACT5 i LACT6), per alguns d’ells,
LAC5 i I.ACT5, s’ha demostrat que estan implicades en la lignificacié (Berthet et al., 2011;
Liang et al., 20006). Pel que fa a la biosintesi dels precursors de lignina, es va identificar la 4-
coumarate:CoA ligase 5 (4CL5) (Costa et al., 2005). També es van identificar molts gens de la
familia de les LACS (LACS7, LACSS, LLACSY) de les quals sha vist que LLACS7 esta
involucrada en la sintesi de ceres i cutina (Li et al., 2009) (Taula 20).

Pel que fa al cluster 4, el qual t¢ un pic d’expressié al juny (Figura 50D), contenia
proporcionalment més categories que la resta de clusters, indicant I’heterogeneitat dels gens
que segueixen aquest patré d’expressid. Algunes categories estaven relacionades amb el
metabolisme (procés metabolic, biosintesi dels flavonoides, procés del metabolisme
secundari), categories relacionades amb estrés (procés d’oxidacio-reduccid, homeostasi
cel'lular redox), i també categories relacionades amb la regulacié (regulacié negativa del cicle
cel'lular, regulacié del desenvolupament i regulacié post-transcripcional de lexpressio
genica). L’enriquiment en aquest cluster de categories relacionades amb el metabolisme és
d’esperar ja que durant el mes de juny és quan es déna una maxima activitat del fel'logen i els

gens relacionats amb I’acumulacié de suberina presenten un pic maxim d’expressio (Soler et
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al., 2008). Aquesta formaci6 del suro implica també senescencia del teixit 1 estres oxidatiu
endogen (Pla et al, 2000), fet que implica processos d’oxidacié-reduccié 1 requereix
d’homeostasi redox. Entre els gens relacionats amb estres oxidatiu es va identificar I'ortoleg a
una expansina (EXPB2) la qual s’ha vist que la sobreexpressi6 d’aquesta proteina
proporciona una major tolerancia a 'estrés oxidatiu (Han et al., 2015). Relacionades amb la
paret cel'lular es van identificar els ortolegs d’una proteina relacionada amb la sintesi de la
cel'lulosa (CESAJ) també involucrada en la sintesi de la paret cel-lular secundaria (Cafio-
Delgado et al., 2000), una peroxidasa (PRX?) involucrada en la lignificacié (Shigeto et al.,
2013) 1 UGT72B1 que catalitza la glucosilaci6 de monolignols, procés essencial per a la
normal lignificacié6 de la paret cel-lular (Lin et al,, 2016) (Taula 21). Novament es van
identificar els ortolegs del MYB62 (Devaiah et al., 2009), el MYB702 implicat en la defensa
(De Vos et al., 20006) i el WRKY'78 relacionat amb estres abiotic i ’acid abscisic (Chen et al.,
2010). Val la pena comentar que ’hormona ABA s’ha relacionat amb I'acumulacié de la
suberina i la inducci6 de varis gens biosintetics de la suberina (Barberon et al., 2016; Boher et
al., 2013). A més, dins aquest cluster, trobem alguns contigs ortolegs a gens de la familia
Ketoacyl-ACP Sintasa (KASII) i Acetyl-CoA Sintasa (KCS6 1 KCSTT) implicades en la sintesi de
novo d’acids grassos 1 en l'elongacié de la seva cadena (Kunst & Samuels, 2003); en
'acumulaci6 de suberina i ceres, per lortoleg de KCS6 de patata (Serra et al., 2009a).

Per dltim, el claster 5 (Figura 50E) que presentava un augment progressiu de Uexpressié amb
un pic maxim d’expressi6 al juliol, esta enriquit principalment en categories relacionades amb
estres abiotic (resposta a calor, resposta a estimuls abiotics, resposta a alta intensitat de llum,
plegament proteic mitjangant xaperones) i algunes categories relacionades amb estres biotic
(resposta a estimuls biotics externs, regulacié del procés metabolic de 'acid salicilic). El fet
que els contigs agrupats en aquest cluster s’indueixin fortament al juliol 1 presentin funcions
relacionades amb la categoria d’estres abiotic és coherent amb la climatologia ja que durant
aquell mes es va registrar la temperatura més alta (T max 31,8°C) i la menor precipitacié (0
mm) i la maxima expressié de dues proteines relacionades amb estres abiotic (Soler et al.,
2008). Concretament dins d’aquest cluster es van identificar contigs que codifiquen per
proteines relacionades amb Destrés abiotic, com diverses heat shock proteins, entre les que
destaquen QsHSP78.2 1 HSP70 relacionades amb la resposta a estres per calor, aixi com a
canvis en el comportament del pH (Jofré et al., 2003; Pla et al., 2000; Qian et al., 2014) 1
HSP70B relacionada amb la fotoprotecci6 i la reparacié del fotosistema II (Schroda et al.,
1999). També es van identificar gens tipus WRKY, com el WRKY53 (Hu et al.,, 2015; Sun &
Yu, 2015) i WRKY70 (Chen et al., 2017), ambdoés implicats en la resisténcia a estrés; també
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MYB77 que esta relacionat amb I’estres 1 la senescéncia (Jaradat et al., 2013); i proteines Late
Ewmbriggenesis Abundant (LEA) que juguen un rol important en la tolerancia a Pestres (Gao &

Lan, 2016) (Taula 22).
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Figura 50. Categories enriquides dels contigs de cada cluster agrupades en termes GO jerarquics superiors mitjangant I'eina bioinformatica ReviGO (Supek et al.,
2011). (A) Claster 1; (B) Cluster 2; (C) Cluster 3; (D) Cluster 4; (E) Clister 5.
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Taula 18. Contigs diferencials comentats al clister 1. Es mostra el nom del contig, I'ortdleg

corresponent en Arabidopsis, I'alies del nom del gen, I’expressio total mitjana dels tres mesos (abril,

juny ijuliol) i el Log2Ratio de les comparatives entre abril/juny i abril/juliol.

Contigs Arabidopsis Alies Expressio Log2Ratio Log2Ratio

(TAIR) total mitjana AB/JU AB/JL
TRINITY_DN144291_c0_g7_i5 AT4G12020 WRKY19 6,33 0,77 4,73
TRINITY_DN109704_cO_g1_i1 AT5G13080 WRKY75 3,34 0,15 4,29
TRINITY_DN87854_c0_g1_i1  AT1G69530 EXPA1 2,15 0,72 4,26
TRINITY_DN241943_c0_g1_i1 AT2G40610 EXPA8 2,54 0,23 4,20
TRINITY_DN137605_c0_g1_i3 AT5G49190 SUS2 1,66 0,56 4,11
TRINITY_DN85602_c0_g1_i1  AT3G54320 WRI1 1,30 0,42 3,97
TRINITY_DN82611_c0_g1_i1  AT4G29230 NACO75 3,38 0,59 1,82
TRINITY_DN104601_c1_g1_i1 AT3G15880 WSIP2 5,09 0,66 1,57
TRINITY_DN89240_c0_g1_i1  AT4G03540 CASPL1C-1 12,96 0,54 1,10
TRINITY_DN16437_c0_g2_i1  AT1G36160 ACCoA1 3,23 0,37 1,10

Taula 19. Contigs diferencials comentats al clister 2. Es mostra el nom del contig, I'ortdleg

corresponent en Arabidopsis, I'alies del nom del gen, I’expressio total mitjana dels tres mesos (abril,

juny ijuliol) i el Log2Ratio de les comparatives entre abril/juny i abril/juliol.

Contigs Arabidopsis Alies Expressio Log2Ratio Log2Ratio

(TAIR) total mitjana AB/JU AB/JL

TRINITY_DN2916_c0_g1_i1 AT5G05390 LAC 12 5,81 1,30 0,72
TRINITY_DN130336_c1_g1_i1 AT5G48100 LAC15 14,49 1,26 0,68
TRINITY_DN118741_c0_g1_i1 AT1G20190 EXPA11 12,16 1,12 0,40
TRINITY_DN143383_c0_g1_i8 AT3G15880 WSIP2 1,88 1,12 0,39
TRINITY_DN91180_c0O_g1_i1  AT3G04670 WRKY39 3,94 1,06 0,56
TRINITY_DN143383_c0_g1_i4 AT3G15880 WSIP2 1,64 0,87 0,37
TRINITY_DN125759_c0_g1_i1 AT1G69530 EXPAL 23,52 0,87 0,54
TRINITY_DN30287_c0_g1_i1  AT1G68320 MYB62 21,75 0,87 0,60
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Taula 20. Contigs diferencials comentats al clister 3. Es mostra el nom del contig, I'ortdleg

corresponent en Arabidopsis, I'alies del nom del gen, I'expressié total mitjana dels tres mesos (abril,

juny ijuliol) i el Log2Ratio de les comparatives entre abril/juny i abril/juliol.

Contigs Arabidopsis Alies Expressio Log2Ratio Log2Ratio

(TAIR) total mitjana AB/JU AB/JL
TRINITY_DN76787_c0_g1_i1  AT2G47240 LACS1 3,26 4,46 0,87
TRINITY_DN126624_c1_g6_i1 AT2G28950 EXPAG 2,81 4,43 1,44
TRINITY_DN115574_c0_g1_i1 AT2G40370 LAC5 1,97 4,29 4,29
TRINITY_DN180007_c0O_g1_i1 AT2G04350 LACS8 1,34 4,13 4,13
TRINITY_DN117718_c0_g1_i1 AT5G48100 LAC15 0,71 3,85 3,85
TRINITY_DN68564_c0_g1_i1  AT1G77590 LACS9 0,72 3,83 1,12
TRINITY_DN132879_c1_g1_i2 AT2G40610 EXPAS 0,59 3,77 3,77
TRINITY_DN128876_c0_g1_i2 AT3G15880 WSIP2 0,48 3,68 1,76
TRINITY_DN144104_c5_g2_i1 AT1G62360 ST™M 0,44 3,64 3,64
TRINITY_DN87656_c0_g1_i1  AT5G09360 LAC14 27,91 3,63 1,29
TRINITY_DN132670_c2_g2_i1 AT5G58910 LAC16 3,39 1,16 0,97
TRINITY_DN128467_c0_g1_i1 AT4G35550 WO0X13 1,09 0,92 0,59
TRINITY_DN140794_c0_g1_i1 AT3G09220 LAC7 106,23 0,87 0,98
TRINITY_DN89482_c0_g1_i1  AT4G29230 NACO75 5,40 0,73 0,90
TRINITY_DN131660_c1_g1_i1 AT3G21230 4CL5 12,58 0,71 0,61
TRINITY_DN89202_c0_g1_i1  AT1G69530 EXPA1 9,54 0,70 1,10

Taula 21. Contigs diferencials comentats al clister 4. Es mostra el nom del contig, I'ortdleg

corresponent en Arabidopsis, 'alies del nom del gen, I'expressi6 total mitjana dels tres mesos (abril,

juny ijuliol) i el Log2Ratio de les comparatives entre abril/juny i abril/juliol.

Contigs Arabidopsis Alies Expressi6 Log2Ratio Log2Ratio

(TAIR) total mitjana AB/JU AB/JL
TRINITY_DN76563_c0_g2_i1  AT1G62640 KASIII 88,38 -0,57 -0,43
TRINITY_DN72159_c0_g1_i1  AT4G01070 UGT72 150,35 -0,72 -0,62
TRINITY_DN103926_c0_g1_i1 AT1G68530 KCS6 1,03 -0,72 -0,49
TRINITY_DN132975_c0_g3_i1 AT4G21440 MYB4/MYB102 6,19 -0,91 -0,79
TRINITY_DN132628_c0_g1_i1 AT1G65680 EXPB2 136,75 -0,95 -0,94
TRINITY_DN137038_c0_g1_i1 AT4G31720 WRKY18 9,24 -1,07 -1,05
TRINITY_DN75984_c0_g1 i1  AT1G68320 MYB62 6,26 -1,33 -1,07
TRINITY_DN225019_c0_g1_i1 AT2G26640 KCS11 2,08 -4,03 -4,00
TRINITY_DN135270_c0_g4_i1 AT5G05170 CESA3/CEV1 4,94 -4,25 -4,50
TRINITY_DN96471_cO_g2_i1  AT1G05250 PRX2 3,48 -4,47 -3,72
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Taula 22. Contigs diferencials comentats al clister 5. Es mostra el nom del contig, I'ortdleg
corresponent en Arabidopsis, I'alies del nom del gen, I’expressio total mitjana dels tres mesos (abril,

juny ijuliol) i el Log2Ratio de les comparatives entre abril/juny i abril/juliol.

Contigs Arabidopsis Alies Expressio Log2Ratio  Log2Ratio
(TAIR) total mitjana AB/JU AB/JL
“TRINITY_DN140716_c3_g3_i8 AT3G12580 HSP70 050  -320  -3,556

TRINITY_DN120253_c0_g1_i1 AT5G59720 HSP18.2 1,37 -1,32 -1,72
TRINITY_DN145994_c7_g1_i1 AT1G16030 HSP70B 96,40 -1,38 -1,56
TRINITY_DN126781_c0_g3_i2 AT4G23810 WRKY53 1,82 -0,85 -1,11
TRINITY_DN188182_c0_g1_i1 AT2G27260 LEA2 5,95 -0,50 -1,00
TRINITY_DN133171_c0_g1_i1 AT3G50060 MYB77 1,44 -0,74 -0,83
TRINITY_DN94623_c0_g1_i1  AT3G56400 WRKY70 18,67 -0,51 -0,82
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4. Discussio6 general

El periderma juga un paper molt important en la proteccié dels organs madurs de les plantes
enfront la deshidratacid, la llum UV i I'atac de patogens (Bernards, 2002). Tot i que s’han
aconseguit grans progressos en quant a la biosintesi de la suberina i les ceres, encara hi ha
mecanismes moleculars forca desconeguts, com el transport dels components sintetitzats a
Iinterior cel'lular cap a la paret i la regulaci6 del teixit (Vishwanath, 2015).

Els resultats presentats en aquesta tesi continuen, en gran part, alguns estudis previs realitzats
en el nostre laboratori que tenen com objectiu conéixer 1 entendre els mecanismes moleculars
implicats en la formaci6 de la suberina i el desenvolupament del fel-lema/suro. Pel que fa a la
identificacié de gens candidats, el primer analisi transcriptomic de la formacié del suro i la
sintesi de suberina es va realitzar al nostre laboratori en el treball de Soler et al., (2007), el
qual va generar una llista de 135 gens candidats. Dotze d’aquests gens es van seleccionar per
estudiar el seu perfil d’acumulacié de transcrit al llarg del creixement estacional del suro, el
qual va permetre agrupar els gens amb perfils d’expressié similars 1 es va determinar que la
temperatura i humitat afectaven a l'acumulacié d’alguns gens (Soler et al., 2008). Una
comparativa transcriptomica recent entre ’alzina surera (Quercus suber) 1 U'alzina (Quercus ilex)
ha permes fer sobresortir nous gens candidats implicats en el desenvolupament extraordinari
de Iescorca externa en forma de suro (Boher et al., 2017). Alguns d’aquests gens candidats
han estat caracteritzats mitjancant gencética inversa en patatera. Inicialment es va caracteritzar
la funcié de tres gens biosintetics de la suberina: SZKCS6 (Serra et al.,, 2009a), CYPS§6.433
(Serra et al., 2009b) i FHT (Boher et al., 2013; Serra et al., 2010; Serra et al., 2014).
Recentment, el nostre grup, ha aconseguit caracteritzar en patata també un factor de
transcripcié SINACT03 implicat en la repressié de suberina i ceres en el periderma
(Verdaguer et al., 2016) i resultats ’RNAseq de linies SZRIK-RNAi suggereixen implicacio
d’StRIK en el processament del pre-RNA, silenciament i resposta a estres i durant la transicié
a meristema floral (Boher, 2016). En aquesta tesi s’ha continuat la caracteritzacié del
regulador StRIK i s’ha apuntat a nous candidats de la formacié del periderma i la suberina
basant-nos en el patré d’expressio i la caracteritzacié iz silico dels seus possibles ortolegs en
patata. Per tal d’agilitzar les futures caracteritzacions de gens relacionats amb la suberina a
patata mitjangant genética inversa, hem proposat una aproximacié més rapida i economica a
través de la transformaci6é d’arrel. I per altra banda, per aprofundir en la formacié del suro
hem estudiat els canvis en el transcriptoma del suro durant el seu desenvolupament dins
Iestacié de creixement. En conjunt, hem utilitzat diferents models i especies per estudiar el

periderma i/o els teixits suberitzats: escorca externa de 'alzina surera, larrel i la pell del
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tubercle de patatera.

En el apartat 3.1 presentem l'estudi d’StRIK, una proteina homologa a la proteina RS2-
interacting KH protein de blat de moro que podria tenir un paper important en la regulacid
post-transcripcional dels pre-mRNAs, en la regulacié epigenctica de la cromatina (regulacié
d’elements transponibles), en resposta a estrés 1 en processos de desenvolupament de les
plantes com podria ser la floracié o la formacié del periderma (Boher, 2016). En aquesta tesi
ens centrem en lestudi de la interaccié de la proteina StRIK amb daltres proteines
obtingudes a través del cribratge d’una llibreria de dos hibrids. D’algunes de les proteines
candidates a interaccionar s’han realitzat analisis 7z si/ico per obtenir una aproximaci6 de la
seva possible funcié i se n’ha estudiat la localitzacié subcel'lular en preséncia i abséncia
d’StRIK. En el apartat 3.2 caracteritzem varis gens possiblement involucrats en el transport
de monomers o polimers de suberina i ceres cap a la paret cellular, aixi com també un
possible gen regulador del fel'lema. Concretament estudiem varis gens de la familia ABCG
(alguns expressats diferencialment en la comparativa de 'escorca externa de suro vs alzina
(Boher et al., 2017)), una nsL.TP (trobada diferencialment en la llibreria I’SSH d’alzina surera
(Soler et al., 2007)), i un membre de la familia ERF. L’estudi es realitza tant a nivell
d’expressio en diferents teixits nadius o ferits com a nivell de localitzacié subcel-lular 1
d’altres analisis 7z silico que ens permetin apropar-nos a la seva funcié. En el apartat 3.3
posem a punt un nou sistema al nostre laboratori per a la genetica funcional de teixits
suberificats, més rapid i menys costos. Aquest sistema es basa en la infeccid de plantes 7 vitro
de patatera mitjancant _Agrobacterium rhizogenes per generar hairy roots (arrels peludes)
transformades. Aquestes arrels tenen la particularitat de poder viure i créixer d’'una manera
autonoma 1 sense la necessitat d’hormones, fet que abarateix molt els costos. A més, el fet de
generar unicament arrels transformades 1 no la regeneracié d’una planta estable sencera fa
d’aquest sistema una aproximacio rapida per a determinar la implicacié de gens a la suberina.
Per dltim, a "apartat 3.4 realitzem un analisi transcripcional del suro de I'alzina surera al llarg
del creixement estacional, mitjancant RNAseq a través de la plataforma Illumina. Els mesos
analitzats han estat: abril, ja que és quan es dona 'activaci6 del meristema després de la pausa
estacional; juny quan té lloc el maxim creixement del teixit, i juliol, que també conté un alt
creixement del teixit perd sota unes condicions fortes d’estres. Aquest estudi ens ha permes
determinar quins processos o vies metaboliques sén predominants en cadascuna d’aquestes
etapes i també ens ha permes la identificacié de nous gens candidats que podrien ser

importants en el procés.
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4.1-StRIK modifica la localitzacié6 subcelular d’StRACK1B, relacionada amb
maduracié post-transcripcional

En el nostre laboratori es va aillar la proteina QsRIK com un candidat per a la regulacié del
periderma de P'escorc¢a externa de I’alzina surera (Soler et al., 2007) 1 es van obtenir linies de
patatera SRIK-RNA1 (Soler, 2008) degut al rol que tenien els seus ortolegs en blat de moro 1
en Arabidopsis (Buckner et al., 2008; Phelps-Dutr et al., 2005). En el treball de Boher (20106)
es va demostrar que StRIK s’expressava en varis teixits, no unicament en el periderma,
suggerint la seva implicacié en la regulacié de diferents teixits de la planta tal i com es va
demostrar per la floracid, la qual s’induia quan StRIK es silenciava (Boher, 2016). StRIK es
localitza a nucli. L.a comparacié del transcriptoma del periderma del tubercle de plantes
silenciades per SZRIK i de plantes salvatges va identificar la regulacié diferencial de gens de
resposta a estres, processament d'RNA i transposici6 de DNA (Boher, 2016). Aquests
processos de regulacié estan d’acord amb la localitzacié a nucli I’StRIK, tot i que mitjangant
les predicions 7 silico també es localitza de manera debil en el citoplasma i en els mitocondris
(Boher, 2016). S’ha descrit en la literatura que la proteina RIK d’Arabidopsis pot
interaccionar amb d’altres proteines (Phelps-Durr et al., 2005). Per tal de trobar possibles
proteines interactants amb StRIK, en aquesta tesi s’ha realitzat una llibreria de dos hibrids a
partir ’'RNA de fel'lema de tubercle de patatera. Es van trobar 29 possibles interactants dels
quals un 17% d’aquests estarien relacionats amb processos de regulacié de 'mRNA durant el
silenciament genic, la traduccié i V'splicing, d’acord amb el paper regulador d’StRIK en la
regulaci6 post-transcripcional de mRNA (Boher, 2016). (Taula 1 — apartat 3.1.3.1).

Dins el 17% d’interactants relacionats amb la regulacié de 'mRNA, s’ha identificat
SIRACKIB (Receptor for Activated C Kinase 1B), una proteina scaffold que es troba a tots els
eucariotes superiors, inclosos els animals. El seu ortoleg en Arabidopsis interacciona
directament amb SERRATE (proteina addicional que actua en concert amb Dicer Like 1
(DCLY)) i forma part del complex AGO1 (Argonaute-1), el que provoca que reguli els nivells
de miRNAs afectant el desenvolupament vegetal a través de la regulaci6 post-transcripcional
de gens diana (Speth et al., 2013). Les analisis 7z silico 'StIRACKTB indiquen que el gen
s’expressa de manera abundant en la majoria de teixits assajats en planta, al igual que StRIK] i
que s’activa també sota condicions d’estres. També s’ha identificat que SRACKTB
coexpressa amb gens implicats en el procés de traduccié i amb el gen FIBZ que sha
relacionat amb la interaccié amb diversos tipus ’'RNA (Rakitina et al., 2011).

RACKI1B també s’ha relacionat amb la proteina ribosomal .4 (RPL4), ambdues proteines

actuarien reprimint la traduccié de 'uORF (#pstrearz ORF) del regulador de la diferenciacié
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de xilema SAC51 (Supressor of Acualis 57), en absencia de termoespermina, el que permetria
I'acumulaci6 de PmRNA de SAC51 (Kakehi et al, 2015). Els uORFs corresponen a
sequencies propies de cada gen, alguns d’ells conservats, que es transcriuen juntament amb
IORF principal (normalment gens reguladors) (Jorgensen & Dorantes-Acosta, 2012; Von
Arnim et al, 2014)), les quals introdueixen codons de terminacié prematurs upstream
provocant Iactivacié de la degradacié de PmRNA a través del mecanisme de non-sense mediated
mRINA decay INMD). La consequencia final és que els uORFs regulen la traduccié de
I'mRNA principal usant mecanismes post-transcripcionals. Tenint en compte aquesta funcio
es podria pensar que RACK1B i RPL4 podrien actuar conjuntament en altres uORFs de gens
reguladors que participin en el desenvolupament d’altres organs de les plantes. Molt
interessant és el fet que RPL4, no RACKI, s’ha relacionat amb la determinacié de la cara
adaxial foliar conjuntament amb ASSYMETRIC LEAVES 2 (AS2) (Horiguchi et al., 2011;
Matsumura et al., 2009), la qual forma complexos estables amb AS1 molt importants per al
desenvolupament de les fulles (Matsumura et al., 2016), un regulador MYB amb domini R2-
R3, qui al seu torn interacciona fisicament amb RIK (Phelps-Durr et al. 2005). Mutacions en
aquest complex pot donar lloc a problemes en la biogenesi dels petits RNAs, modificacié de
la cromatina, cicle cellular 1 biogénesi de gens ribosomals (Matsumura et al., 2016). A més,
s’ha vist que AS2/LOB41 (At3g02550) es troba reprimit en linies silenciades per StRIK
(Boher, 2016). En global doncs, es pot concloure que la interaccié d’StRIK amb RACKI1B
podria tenir també una implicacié en la regulacié dels uORF a través de la RPL4 a través del
complex format també per AS1-AS2.

La localitzaci6 subcel-lular en Nzotiana benthamiana ha demostrat que StRACK1B s’acumula a
citoplasma pero també en un 21% de cel'lules ho fa addicionalment a nucli, tal i com es va
observar per I'ortoleg d’Arabidopsis (Speth et al., 2013) i d’arros (Wamaitha et al.,, 2012). La
localitzacié a nucli per part de proteines citoplasmatiques és comu ja que aquestes viatgen a
nucli si sén suficientment petites per passar passivament pels porus nuclears (Waadt et al.,
2014). Molt interessant ¢és que en presencia d’StRIK la localitzacié dI’StRACKI1B a nucli
augmenta la frequencia en un 30%, el que suggereix que StRIK arrossega StRACKI1B en el
seu viatge cap a nucli a través de la interaccié proteica, on podrien regular Pexpressio genica a
través de mecanismes relacionats amb la regulacié post-transcripcional.

Cal destacar també que recentment la proteina ortologa en Arabidopsis d’StRACKI1B, s’ha
identificat com a la primera proteina capa¢ de formar un seaffold de les cascades de les mitogen-
activated protein kinases IMAPK) que connecta la proteina G heterotrimerica amb la cascada de

MAPK per donar lloc a vies tniques de senyalitzacié en la immunitat vegetal (Su et al., 2015).
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Recentment també s’ha descrit que RACK1 en Arabidopsis és un regulador negatiu de la
resposta a ABA 1 s’ha descrit que interacciona amb el factor de transcripci6 AP2/ERF
RAP2.6 modificant la seva afinitat per les seqiiencies de DNA que sén elements de resposta
a ABA i de senyalitzaci6 a etilé/jasmonic acid (Guo et al., 2011; Wamaitha et al., 2012).
Aquesta funcié6 d’StRACKI1B també és compatible amb el patré d’expressié diferencial per

gens de senyalitzacié quan StRIK esta silenciada (Boher, 2010).

4.2-La Cisteina proteinasa 3 presenta compatibilitats amb la interaccié amb StRIK

La StCisteina proteinasa 3 és un proteina que interacciona amb StRIK en I'assaig de doble
hibrid. Les cisteines proteinases son enzims que degraden proteines i participen en processos
tant catabolics com anabolics. Tenen un rol essencial en el creixement i desenvolupament de
les plantes, en la senescéncia, tal i com s’ha determinat en el cas de la proteina ortologa en
Arabidopsis (Alenrain-Like Protease-AALP) (Pruzinska et al, 2017) 1 la mort cel-lular
programada, en lacumulacié de proteines d’emmagatzematge perd també en la seva
mobilitzacid, i estan involucrades en les vies de senyalitzacid 1 en la resposta a estres, tant
biotic com abiotic (Grudkowska & Zagdanska, 2004). Aquestes possibles funcions sén
compatibles amb una interaccié amb StRIK, el silenciament del qual desregula gens
relacionats amb senyalitzacio, estrés i proteolisi. A més, s’ha que vist que altres membres de
la familia de les Cisteines proteinases coexpressen amb StRIK (Boher, 2016). D’acord amb
aixo, les analisis 7 silico mostren que la StCisteina proteinasa 3 s’activa per estres (Figura 12) 1 el
seu promotor presenta caixes en que es regulen per estrés termic, anaerobic 1 biotic (Taula 5).
Molt interessant és la coexpressio (Taula 2) de la S7Cisteina proteinasa 3 amb el gen APUM5
(Arabidopsis Pumilio RINA binding protein 5), el qual pertany a una famflia implicada en
Pestabilitat de TRNA missatger i la traduccié (Wang et al., 2002) i al que concretament se li ha
suggerit un paper en la regulacié post-transcripcional durant la resposta a 'estres (Huh &
Pack, 2014), processos que s’han vist desregulats quan StRIK es silencia (Boher, 2016) i que
per tant posen de relleu una possible interaccié de la StCisteina proteinasa 3 amb StRIK.

La localitzaci6 subcel-lular en Nicotiana benthamiana ha demostrat que la StCisteina proteinasa
3 es localitza al citoplasma i addicionalment a nucli, pero també en granuls citoplasmatics
(Figura 13). S’ha observat que la proteina ortologa en Arabidosis (AALP) es localitza en el
vactol pero quan s’agroinfiltra en fulles de tabac, degut a la baixa estabilitat de la proteina
GFP en els vacuols de tabac (Kentaro Tamura et al., 2003) es diposita en forma de granuls en
el compartiment prevacuolar (CPV) (Kotzer et al, 2004) corresponent al que nosaltres
observem (Figura 13). Cal remarcar que en protoplasts AALP es localitza en la vactol central

1 que només presenta el patr6 granular en abséncia de la proteina Rhal, proteina de la familia
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Rab que té un paper important en el trafic vacuolar (Sohn et al., 2003) o en plantes mutants
per VPS29 la qual juga un paper fonamental en el trafic i emmagatzematge de proteines al
vacuol (Kang et al., 2012). Un membre de la familia de les Cisteines proteinases en pesol, la
PsCYP15A s’ha vist localitzada en la vacuola, pero també en vesicules citoplasmatiques i en
simbiosomes, propis de les plantes lleguminoses (Vincent & Brewin, 2000), mentre que en la
planta 17gna mungo s’ha localitzat una proteina associada a la membrana del lumen que també
es localitza al vacuol 1 al reticle endoplasmatic (Okamoto et al., 2001). No obstant, fins al
moment no s’han trobat membres de la familia de les Cisteines proteinases en nucli de
plantes, si que s’han localitzat en lisosomes i peroxisomes de cel-lules animals (Calkins et al.,

1998) pel que no seria estrany trobar-les també en les cél-lules vegetals.

4.3-StERF93, candidat per a la regulacié dels teixits suberificats de patata

En els ultims anys s’ha relacionat la regulacié de suberina, cutina i ceres amb diversos factors
de transcripcié com StNAC103, MYB9, MYB41, MYB93 i MYB107 (Gou et al.,, 2017,
Kosma et al, 2014; Legay et al, 2016; Verdaguer et al., 2016). A7ERF38 també s’ha
involucrat en teixits on té lloc suberitzacié (Lasserre et al., 2008). A#ERF38 és un factor de
transcripcié que pertany a la familia I’AP2/ERF (grup III), els membre de la qual estan
involucrats en una gran quantitat de processos biologics, des del creixement i
desenvolupament a la resposta enfront estimuls ambientals (Charfeddine et al., 2015; Nakano
et al., 20006). Considerant la possibilitat que altres membres de la familia AP2/ERF poguéssin
participar també de la regulacié del teixit suberificat, i en especial del periderma, es va
identificar I'S#ERF93, el qual en el tubercle s’expressa de manera molt especifica en la pell,
comparant-ho amb el cortex o el parenquima (Massa et al., 2011) (Figura 16). Aquests
resultats 7z silico queden confirmats pels assajos d’acumulacié de transcrit realitzats en
diversos organs i teixits de la planta —fulla, tija, arrel, fel-lema i parénquima del tubercle— on
es confirma que el gen S7ERF93 s’expressa de manera abundant en fel-lema i arrel, pero molt
discretament en parénquima de tubercle, suggerint un rol d’S#ERF93 en teixits suberificats
(Figura 20A). La proteina StERF93, la qual conté els dominis per incloure’s dins del grup IX
(Nakano et al., 2006) (Figura 18), no presenta una relacié d’ortologia clara amb un sol
membre de la familia I’AP2/ERF (Figura 17). A més, els gens paral-legs d’S#ERF93 que es
troben al mateix claster —S/ERF57, StERF156 1 StERF162— contenen nivells d’expressio
similars en els diferents teixits, suggerint una possible redundancia funcional entre ells
(Figura 10).

L’expressi6 d’StERF93 analitzada 7z silico mostra que s’indueix per estrés abiotic, per

giberel-lines 1 citoquinines, mentre que queda reprimit per acid abscisic i auxines (Figura 19),
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d’acord amb la preséncia de caixes de regulacié per estrés abiotic i hormonals en el seu
promotor (Taula 8). Aquestes dades 77 silico estan en consonancia amb les obtingudes
experimentalment per Wang et al. (2015), les quals demostren que Pexpressié d’S#=ERF93
s’'indueix en condicions d’estres abiotic 1 hormones (Etefén 1 Metil jasmonat). Curiosament,
si bé els StERFs pertanyents al grup IX es consideren un grup de resposta a defensa (Nakano
et al., 2000), les dades 7 silico mostren que I'expressio d’S#ERF93 es reprimeix per estres
biotic, exceptuant la seva induccié quan es fereix la fulla (Figura 19). Experimentalment, tant
en fulla ferida com en tubercle ferit, 'expressié d’S#ERF93 presenta una primera induccid
just després de la ferida la qual estaria d’acord amb la formacié de la capa suberificada de
tancament (Figures 20B 1 20C). En el tubercle ferit s’observa una segona induccié molt clara
als 6 dies de ferida, periode que coincideix amb linici de la formacié del periderma cicatricial
(Figura 20B), el qual té lloc als 5-7 dies (Sabba & Lulai, 2002).

En resum, les analisis realitzades a nivell d’acumulacié de transcrit, indiquen que SZERF93
s’'indueix en teixits suberificats, ja siguin natius (arrel i periderma) o induits per ferida (capa
de tancament i periderma cicatricial). Aquesta expressio el proposa com a candidat valuds per
a regular Pexpressié geénica en teixits suberificats. No obstant, per a analisis futures
mitjangant genctica inversa, cal tenir en compte que els seus paralegs més propers —StERF57,
StERF156 1 STERF162 —, amb un patré d’expressié molt semblant, podrien tenir una funcié

regulatoria redundant.

4.4-StLTPL.3 és un ferm candidat a permetre la formacié de la correcta suberificacié
de la paret suberificada del fellema

Treballs previs en el Laboratori del Suro van identificar una nsLTP preferencialment
expressada en el fel'lema d’alzina surera (Soler et al., 2007; Boher, 20106) i en el fel'lema de
patata (Soler et al., 2011). L’estudi filogenctic ha determinat la relacié d’ortologia entre
Arabidopsis 1 les proteines identificades en alzina i patata, aquesta ultima anomenada
StLTPL3 per la seva ortologia amb AtLTPL3 (Figura 22). L’arbre també mostra que
StLTPL.3 és propera a AtLTP1.4, la qual facilitaria la transferéncia a 'apoplast de monomers
de LCFA de suberina en el periderma que cobreix els calls induits per la infeccié amb
Agrobacterium, 1 de compostos VLCFA de ceres a la cuticula de 'epidermis de fulla (Deeken et
al., 2017). En controversia amb aquesta contribucié d’AtL'TP1.4 a la formacié de la cuticula
via transferéncia de compostos a través de la paret hidrofilica cap la part hidrofobica,
recentment, estudiant els hipocotils elongats en foscot, s’ha proposat que PAtLTP1.5/LTP2

viatja a la paret cel'lular on podria realitzar un paper estructural el qual consistiria en
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mantenir la integritat de 'adhesié entre la cuticula hidrofobica i la capa inferior de paret
cel-lular hidrofilica (Jacq et al., 2017).

Analisis 7n silico demostren que la proteina StLTPL3 té una elevada expressié a la pell del
tubercle de patatera, aixi com al tubercle madur i en menor quantitat a l'arrel (Figura 24A),
analisis que estan d’acord amb els analisis experimentals que mostren gran especificitat
d’expressio d’S7ZTPL3 en el fel'lema de tubercle de patatera (Figura 25A). A més, també s’ha
detectat una acumulacié de transcrit a les 48 hores post-ferida del tubercle 1 144 hores post-
ferida de la fulla (Figura 25B i 25C). Assajos 2 silico I’St1.TPIL.3 demostren que s’indueix per
estres abiotic (calor i tractaments amb sal), per hormones i sobretot per ABA, en coheréncia
amb la induccié per calor i sal. En canvi no s’observa induccié en relacié a P'estres biotic.
L’analisi dels elements reguladors en ¢s corroboren aquests resultats, ja que s’observen caixes
de resposta a ABA, a alta temperatura i a ferida (Taula 9). La relacié de PAtLTPL.3 amb els
teixits suberificats també es detecta amb la relacié de gens implicats en la sintesi de suberina 1
ceres que hi coexpressen (Taula 10). Alguns exemples son el CYP86AT (Hofer et al., 2008; Li
et al., 2007), el FACT (Kosma et al., 2012) o inclds una GDSL, que podria tenir un paper
important en la polimeritzacié de lipids (Li-Beisson et al., 2013). La localitzaci6é subcel‘lular
d’StLTPL3 es dona a la periferia cel'lular 1 podria ser compatible amb una distribucié al
reticle endoplasmatic (Figura 26), localitzaci6é descrita per a un altre membre de la familia de
les LTPs, PAtLTPIV.I (també conegut com a DIR1(Defective In Induced Resistance) (Cecchini et
al., 2015) 1 trobat en 'RNAseq com a possible candidat implicat en la formacié de suberina —
veure apartat 3.4.3 i discutit en profunditat en I'apartat 4.9). DIR1(Cecchini et al., 2015) s’ha
suggerit per transportar senyals lipidiques intracel-lulars a través de lintercanvi de lipids en
els contactes directes membrana—membrana (membrane contact sites; MCSs) (Cecchini et al.,
2015). D’acord amb aix0, una hipotesi seria que StLTPL.3 podria generar un intercanvi de
lipids mitjancant els contactes directes membrana—membrana (MCSs), els quals sén rics en
LTP (Helle et al., 2013) i en plantes es formen entre el cloroplast, el reticle endoplasmatic i la
membrana plasmatica (Andersson et al., 2007). Les nsL.TPs s’acumulen a diferents punts de
la cellula [veure revisié de Liu et al. (2015)]. Per les nsL'TPs properes a la StLTPL.3 s’han
observat localitzacions a membrana plasmatica per AtLTPL.4 (Decken et al., 2017), paret

cel'lular i cloroplasts per AtLTPL5/AtLTP2 (Jacq et al., 2017; Thoma et al., 1993).
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4.5-Els transportadors ABCGs de patata candidats per a exportar monomers i/o
oligdbmers de la suberina cap a la paret cellular

Alguns estudis han revelat la implicacié de transportadors ABCG en Pacumulacié de la
suberina, un en patata (Landgraf et al., 2014) i quatre en Arabidopsis (Panikashvili et al,,
2010; Yadav et al., 2014). Els transportadors més especifics per a teixits suberificats descrits
en Arabidopsis —AtABCG2, AtABCG6 1 AtABCG20— (Yadav et al., 2014), s’han utilitzat per
identificar nous candidats —AtABCG10 1 AtABCG23— basant-nos en analisis de
coexpresssio. La recerca dels possibles ortolegs a patata identifica 5 gens —StABCGI,
StABCG10, StABCG11, StABCG20 i StABCG23— la relacié d’ortologia dels quals no es
correspon amb membres concrets ’ABCGs d’Arabidopsis (Figura 27). Si bé en Arabidopsis
s’ha posat de manifest la redundancia funcional entre alguns membres, ja que va caldre el
triple mutant Atabeg? Atabegb Atabeg20 per evidenciar un canvi en la composicié de la
suberina, en patata el silenciament tnic d’StABCG1 va permetre veure grans canvis en la
composicié quimica de la suberina amb consequencies significatives en el desenvolupament
normal del periderma del tubercle (Landgraf et al., 2014). Analisis 7z si/ico 1 experimentals
d’acumulaci6 de transcrit en diferents teixits mostren que S£ABCGT, StABCG10, StABCGT1,
StABCG20 i StABCG23 s’expressen preferentment en pell de tubercle 1 també en arrel, tot 1
que en menor mesura (Figura 29 1 31). Aquest fet és coherent amb els resultats obtinguts per
Landgraf et al. (2014) on S£ABCGT també s’expressava fortament en tubercle i arrel. Pel que
fa a les condicions ambientals, els 5 StABCGs candidats s’indueixen per elevades
temperatures, pero en condicions d’estres salf la induccid és especialment rellevant sobretot
pels gens SLABCGT1, StABCG20 1 StABCG23, d’acord amb la induccié del possible ortoleg
AtABCGT1/WBCT1 en condicions d’estres sali (Panikashvili et al., 2007). Pel que fa a estres
biotic Pexpressié dels diferents candidats StABCG esta en funcié del tractament aplicat. Més
homogenies son les expressions geniques derivades de tractaments hormonals ja que tots els
gens s’indueixen amb gibberel-lines, citoquinines 1 ABA, encara que per auxines només
s’'indueix de manera clara 'S£ABCGT717 (Figura 30). Aquests resultats pero no estan d’acord
amb els trobats experimentalment per Yadav et al. (2014), on es demostra que l'auxina
indueix lleugerament lexpressio dels gens A2ABCGT 1 AtABCG20 mentre que les
gibberel-lines reprimeixen lleugerament .A24BCG20. Aquestes discrepancies podrien deure’s
a que les concentracions, els organs i la durada dels tractaments per gibberel-lines i auxines
no coincideixen en ambdos estudis. Pel que fa al tractament amb ABA, els resultats iz silico
estan d’acord amb I’activacié de expressio genica dels 5 AtABCGs (Panikashvili et al., 2007,

Yadav et al.,, 2014) i amb la presencia d’elements reguladors en ¢is ’ABA en les seqiiencies
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promotores, com també de gibberel'lines i d’alta temperatura (Taula 11). Tots els gens
StABCGs candidats s’indueixen per ferida del tubercle de patatera, essent S2ABCGT i
StABCGT1 els que presenten una induccié més rapida després de la ferida (Figura 32A),
suggerint que tots aquests gens poden tenir un paper molt important en la cicatritzacio
relacionada amb la suberina ja que presenten un perfil d'acumulacié de transcrit similar a
gens biosintetics i reguladors de la suberina com és el cas 'FHT 1 SZNACT03 (Boher et al.,
2013; Verdaguer et al., 20106). La inducci6 del gen S£4BCG20 també es dona en fulla ferida,
tot 1 que la inducci6 es dona més tardanament (Figura 32B). La localitzacié subcel-lular
(Figura 33) a membrana de les proteines StABCG1, StABCG20 i StABCG23 és coherent
amb el demostrat en el cas de I'StABCG1 (Landgraf et al., 2014) 1 FAtABCG20 (Yadav et al,,
2014).

Els assajos de coexpressio (Taules 12-16) per a cadascun dels gens d’Arabidopsis demostren
una relacié amb gens implicats en la biosintesi de suberina, ceres i lignina, corroborant de
nou el paper dels gens ABCGs en el transport d’aquests compostos cap a la paret cel'lular.
També s’ha trobat coexpressié amb altres gens de la familia ABCG el que apunta a possibles
candidats per formar heterodimers, ja que els ABCG de tipus WBC requereixen de la
formacié d’homodimers o heterodimers per ser complets i poder aix{ realitzar la seva funcié
(McFarlane et al., 2010). Un altre fet remarcable és que el gen A24BCG20 coexpressa amb el
gen ANACO5S, el qual el seu ortoleg a patata SZNACT03 reprimeix 'acumulacié de suberina
i ceres (Verdaguer et al., 2016). La relacié d’aquest regulador amb I'StABCG11/AtABCG11
també s’ha descrit, primer perque en linies silenciades per SZNAC703 s’indueix Iexpressio
d’StABCG11 1 perque els promotors d’ambdés gens (SZNACT03 1 AtABCGTT) s’activen en
el meristema apical i lateral de l'arrel (Bird et al., 2007; Luo et al., 2007; Panikashvili et al.,
2007, 2010; Verdaguer et al., 2010). Es també destacable la coexpressié dels StABCGs amb la
proteina AtLTPIL.4 la qual recentment s’ha identificat en teixits que requereixen suberitzacié
o cutinitzacid, i que esta involucrada en la formacié de barreres lipidiques extracel-lulars
(Decken et al.,, 2017). El fet de que coexpressin aquests dos tipus de proteines posa de
rellevancia la hipotesi de que els ABCGs transporten monomers i oligomers de cutina o
suberina, o compostos cerics a través de la membrana plasmatica cap a 'espai extracel lular
on serien units per les nsL'TPs les quals les dipositarien correctament dins "'ambient hidrofilic
de la paret (Beisson et al., 2012; Salminen et al., 2016) i/o permetrien I’adhesié entre les

capes hidrofobiques i hidrofiliques de la paret (Jacq et al., 2017).
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4.6-Les arrels peludes com a model d’estudi de teixits suberitzats

En patata, el sistema més comu per a l'obtencié de plantes transgéniques estables és
mitjangant la transformacié amb soques d’Agrobacterium tumefaciens, perd aquest sistema és
costés en quan a temps i diners, ja que cal regenerar una planta sencera mitjan¢ant la
utilitzacié d’hormones, motiu que ha contribuit a desenvolupar meétodes alternatius que
puguin superar aquestes limitacions. Las d’Agrobacterium rhizogenes per aconseguir arrels
peludes (bairy roots) transformades n’és un exemple. Per a aquesta transformacié s’utilitzen
soques d’A. rhizogenes amb el plasmidi Ri (rvof inducing) natiu el qual és bastant més desconegut
que el plasmidi Ti (Zumor inducing) d’A. tumefaciens. Aquest plasmidi Ri conté gens responsables
de la inducci6 de hairy roots (rol A, B, C1 D), de la sintesi d’opines i gens de sintesi d’auxines
(necessaris per al manteniment d’aquestes arrels) en el seu T-DNA, el qual una vegada
insertat en el DNA de la cel'lula vegetal la desregula hormonalment el que déna lloc a la
proliferacié 1 organitzacié cellular en forma de primordis d’arrels generant aixi el que es
coneix com arrels peludes en els punts d’infecci6 (Nemoto et al., 2009). Per a estudis de
genctica funcional, A. rhizogenes es transforma amb un plasmidi binari, el T-DNA del qual
també sera incorporat en el DNA genomic de la c¢l-lula vegetal, generant aixi arrels peludes
transgeniques o transformades. Aquestes arrels transformades es mantenen en el brot
original salvatge generant una planta composta o bé se n’escindeixen i s’autopropaguen en un
medi lliure d’hormones (Tarkowski & Vereecke, 2014). Aquest és un sistema de
transformacio6 estable en el temps, perd no estable entre generacions ja que els organs florals
formen part de la planta salvatge. El sistema s’ha utilitzat per a estudis de genctica funcional
en patata, eucaliptus i tomaquet (Horn et al, 2014; Ron et al, 2014; Phuong et al 2014;
Plasencia et al., 2016) 1 ha demostrat ser valid per I'estudi a la resposta hormonal (Ding et al.,
2008; Isayenkov et al., 2005) i de promotors (Dalton et al., 2009; Limpens et al., 2004).

La comparativa de la suberina de l'arrel i del periderma de la patata va mostrar que ambdues
eren molt semblants (Company-Arumi et al., 20106) el que pressuposa que els gens relacionats
amb la biosintesi i deposicié de la suberina seran compartits en ambdos teixits. Aixi, per a
Pestudi dels teixits suberificats, la transformacié genctica d’arrels peludes en patata creiem
que pot ser util per a I'estudi funcional de gens suberificats, aprofitant la seva expressié en
I'endodermis 1 'exodermis. Aquest sistema permetria fer un cribratge i seleccié de candidats
mitjan¢ant la modificacié de la seva expressié en arrels peludes previ a la creacié de patateres
transgeniques estables, les quals permetrien també avaluar la funcié en el periderma del
tubercle. Aquesta estratégia permetria avaluar un ndmero més elevat de candidats i

representaria un sistema més rapid i menys costos (per no necessitar d’hormones).
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La present tesi ha desenvolupat el sistema que ens ha permes obtenir arrels peludes
transformades de patata cv. Desirée basant-nos en el treball de Horn et al. (2014). Les arrels
obtingudes han demostrat ser utils per a I'estudi de promotors i per modificar 'expressio
genica via RNA d’interferencia. Les arrels transformades (des de I'obtencié de les plantes
crescudes 7z vitro de 3 setmanes fins la comprovacié de les arrels transformades mitjangant
microscopia) s’han obtingut en 3-4 setmanes 1 en 4-6 setmanes més s’ha obtingut suficient
biomassa per a I'analisi composicional de la suberina. Aquest és un temps molt més curt
comparat amb l'obtenci6 de patates transformades gencticament, que s’estén entre 8-12
mesos. L’estudi del periderma modificat geneticament mitjancant A. Tumefaciens és més llarg
perque requereix de la regeneracié de la planta transgenica a partir del teixit transformat, la

seleccid 1 propagaci6 de plantes, i finalment 'obtencié de tubercles.

4.7-Les arrels peludes expressen de manera correcta gens relacionats amb la
suberina i en mantenen la seva composicié quimica

L’expressio genica del promotor FHT a través de l'estudi de Pactivacié del gen reporter GUS,
ha determinat que FFHT s’expressa en les capes internes i suberificades de les arrels
(exodermis i endodermis) i en les zones de ferida, d’igual manera que en les arrels de plantes
de patata transformades de forma estable (Boher et al., 2013). A més, s’ha identificat
expressio d’FHT en les zones que envolten 'emergencia de les arrels laterals, coincidit amb
Iexpressié reportada per altres gens involucrats en la formacié de la suberina com
I’ABCG11/WBCT11 (Bird et al., 2007; Luo et al., 2007; Panikashvili et al., 2007, 2010) o el
regulador SZNACT03 (Verdaguer et al., 2016). La coincidéncia en expressié d’FHT en arrels
de plantes estables i en arrels peludes evidencia que les arrels peludes no presenten canvis
importants en el desenvolupament, almenys aquells que afecten els teixits suberificats. A la
vegada aquest és un bon metode per validar d’'una manera relativament rapida promotors de
gens relacionats amb Iacumulacié de la suberina i/o processos que es donen especificament
a les arrels.

A més, la suberina de les arrels peludes presenta un patrdé quimic composicional molt
semblant a 'observat per les arrels salvatges natives. En ambdues arrels s’ha identificat els
mateixos monomers (Figura 40) i en les mateixes proporcions de tipus de monomer (Figura
41). Les arrels només difereixen en que en el cas de la suberina de les arrels peludes, a nivell
general, presenta una disminucié dels monomers de cadena molt llarga, especificament a
partir de 26 carbonis, efectes que també podrien deure’s a les condicions de cultiu
diferencials usades en els dos tipus d’arrels. Aquest fet suggereix que els gens relacionats amb

la suberina poden ser estudiats usant el model proposat d’arrels peludes, perd que com a
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control s’hauria d’utilitzar sempre arrels transformades amb el vector buit. D’acord amb la
similitud entre les suberines dels dos tipus d’arrels, el gen biosintetic CYP86.433 (Figura
42A), el qual codifica per una w-hidroxilasa d’acids grassos de suberina (Serra et al., 2009b),
s’expressa en arrels peludes. A més d’aquests, els gens candidats SzABCG20, 'SATPL3 1
I'S’ERF93, també mostren una expressio clara en aquestes arrels (Figura 42C, 42E, 42F).
Aquests gens s’han aconseguit silenciar amb eéxit en arrels peludes (Figura 42B, 42D, 42F,

42H) el que permetra poder relacionar-los amb la seva funcié en la suberina.

4 .8-Transcriptoma del fellema d’alzina surera durant I’etapa de creixement

Durant els ultims anys, la seqiienciacié d’alt rendiment mitjancant la tecnologia Next
Generation Sequencing (NGS) aplicada al transcriptoma (RNAseq), ha estat un metode molt
eficient per obtenir seqiiéncies 1 informacié funcional d’organismes no model, els quals no
tenen un genoma de referéncia sequenciat (Morozova et al., 2009). Aquesta sequienciacié del
transcriptoma millora la cobertura del transcriptoma enfront a meétodes basats en la
sequenciacié per Sanger (Morozova et al., 2009) 1 ha permes descobrir gens, realitzar analisis
d’expressié diferencial i desenvolupar marcadors moleculars. Actualment, la metodologia
d’RNAseq ha reduit molt el seu cost i la seva complexitat experimental. A més, la tecnica ha
desplagat els microarrays, ja que no presenta les seves limitacions tals com tenir hibridacié
creuada i tenir un rang d’expressioé limitat entre la sensibilitat 1 la saturacié de senyal (Wang et
al., 2010). Fins fa poc per generar transcriptomes dun organisme no model o sense el
genoma sequenciat, com és el cas de Qwercus suber, s’utilitzava la plataforma 454 de Roche per
obtenir sequiencies més llargues (Morozova et al., 2009; Pereira-Leal et al., 2014; Teixeira et
al., 2014; Teixeira et al., 2017; Boher et al, 2017). No obstant, els costos economics
limitaven la profunditat de seqiienciacié de la plataforma 454 impedint I'analisi diferencial
d’expressiéo de transcrits entre mostres, especialment aquells que sén poc abundants.
Recentment, la plataforma Illumina HiSeq2500 permet obtenir seqiiencies més llargues, de
150 pb, amb un poder de seqiienciacié6 molt més profund i amb uns costos economics molt
inferiors. Aquest fet fa I’analisi molt més quantitatiu ja que seqiencia varies vegades el mateix
mRNA, evita la péerdua d’aquells RNAs que estiguin poc representats i permet treballar amb
varies répliques biologiques per cada mostra. Fs per aquest motiu, que per analitzar el
transcriptoma estacional de I’alzina surera (apartat 3.4) es va escollir la plataforma Illumina.
Comparant les nostres dades amb un estudi realitzat també al Laboratori de Suro on es va
sequenciar el transcriptoma d’alzina surera (Quercus suber) vs. alzina (Quercus ilex) mitjancant la
plataforma 454 (Roche) (Boher, 2016 veure Taula S1), es pot observar que la mitjana de la
llargada dels contigs és de 609 nt enfront dels 818,4 nt de I’estudi amb la plataforma 454. Per
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contra el nimero de contigs totals presents al transcriptoma usant Illumina és molt més
elevat en el nostre cas, essent d’uns 404.970 contigs davant dels 16.865 contigs trobats amb la
plataforma 454. Aquest fet demostra la profunditat d’Illumina HiSeq2500 i en consequéncia
dona robustesa a les analisis quantitatives i permet detectar transcrits poc abundants. Per
altre banda, es posa de manifest que la llargada de seqiiencia d’Illumina és suficient per
anotar amb eficiencia un transcriptoma de novo.

Per validar els resultats d’expressié mitjancant el present RNAseq, es va comparar els valors
de log?2 ratio obtinguts amb els obtinguts per RT-qPCR (Soler et al., 2008; Boher et al., 2017)
fent correlacions directes entre mesos i per tant, comprovant que els gens es comportaven
igual en ambdds estudis. Alguns d’aquests gens, com N.AC058 i WRKY43, CYP86.A1 1 bAS,
implicats en el metabolisme secundari, tenen un patré d’expressié amb una induccié clara
durant el mes de juny, i han estat catalogats com a gens involucrats en la biosintesi i regulacié
del domini de la suberina alifatica (Boher, 20006). Altres gens com STM i WOX4, implicats en
la regulacié meristematica, les quals evitarien que les cel'lules del fel'logen es diferenciessin
de manera prematura (Boher, 2016) i FLLC implicat en la vernalitzaci6 1 control de activitat
estacional del fel-logen, tenen un patré d’expressié oposat, esent I'expressié més alta I'abril i
més baixa durant el mes de juny. En conclusié aquests resultats evidencien un augment de
Iactivitat meristematica durant el mes d’abril i una major sintesi de suberina durant el mes de

juny (Taula Suplementaria 4).

4.9-L'alta expressio i la induccié6 maxima durant el mes de juny dels gens coneguts
de la biosintesi, transferéncia i transport de la suberina proposa nous candidats

Actualment s’ha demostrat la implicacié de molts gens en 'acumulaci6é de la suberina, en
patata i sobretot en Arabidopsis (Rhanathunge et al,, 2011; Vishwanath et al., 2015). La
biosintesi de la suberina és necessaria per a la funcié del fel'lema (suro) i durant el
creixement estacional del suro alguns gens analitzats han mostrat un pic d’expressio el mes
de juny, coincidint amb l'etapa maxima de creixement d’aquest teixit (Soler et al., 2008,
Boher, 2016). L’analisi transcriptomic via RNAseq dels mesos d’abril, juny i juliol han permes
concixer 'estacionalitat de tots els gens coneguts de la biosintesi, transport i regulaci6 de la
suberina i compostos cerics (Figura 44). Les dades mostren que la majoria de gens implicats
en l'elongacié dels acids grassos del complex FAE (KCS$20, KCS7 i KCS6), que estan
relacionats amb la formacié dels acids grassos de cadena molt llarga necessaris per la sintesi
de ceres i suberina (Lee et al., 2009; Serra et al., 2009a; Todd et al., 1999), contenen un pic
d’expressio durant el mes de juny. En canvi el gen KCS2 (Franke et al., 2009; Lee et al., 2009)

que té baixos nivells d’expressio, té el pic a Iabril. Tots aquests resultats mostren que

158



/DISCUSSIO GENERAL/

I’elongacié d’acids grassos de cadena molt llarga es dona d’abril a juliol pero és més intensa
durant el mes de juny. Pel que fa a les reductases d’acids grassos-CoA, les quals s’han
involucrat en la formacié d’alcohols primaris en ceres i suberina (Domergue et al., 2010;
Rowland et al., 2006), s’observa que els gens FAR4 i FLAR5, essent més expressat el gen
FAR4, presenten un pic d’expressié durant el mes d’abril. Referent a la via d’oxidacié dels
acids grassos, els gens CYP (CYP86.AT i CYP86BT) (Compagnon et al., 2009; Hofer et al.,
2008) son gens d’alta expressio i presenten un maxim d’acumulacié de transcrit durant el mes
de juny. Els feruloil esters d’acids grassos soén cabdals per la funcié barrera del fel-lema (Serra
et al., 2010) 1 sén produits per ’ASFT (Gou et al., 2009; Molina et al., 2009), el qual és un gen
d’alta expressié amb un pic d’acumulaci6 de transcrit durant el mes de juny. En canvi, el gen
FACT, que esta implicat en la formacié de cafeoil esters d’acids grassos (Kosma et al., 2012) i
presenta uns nivells d’expressié menors en el suro, té major acumulacié de transcrit durant el
mes d’abril. Pel que fa al gen GPATS5, que presenta activitat acil-CoA: glicerol-3-fosfat
aciltransferasa i amb un paper clau en acumulacié de la suberina (Beisson et al., 2007),
també presenta una gran acumulacié de transcrit i un pic al juny. En relacié als
transportadors ABCGs, ABCG20 1 ABCGG els quals s’han relacionat amb la suberina (Yadav
et al, 2014), tenen alta i mitjana expressié respectivament, mentre que la resta de
transportadors tenen nivells d’expressié més baixos. ABCG20 i ABCGG6 presenten un pic al
juny mentre que el transportador ABCG2 presenta un pic d’expressi6 al juliol. Pel que fa a les
LTPs, les quals permeten el moviment de monomers en la paret cel-lular i/o 'adhesi6 entre
la capa hidrofobica/hidrofil-lica (Deeken et al., 2017; Jacq et al,, 2017), s’ha identificat
IPAtLTPI.4 amb una elevada expressié durant el mes de juliol. S’ha vist que PAtLTPL4
facilita la transferencia de cadenes llargues i cadenes molt llargues d’acids grassos cap a
l'apoplast i que esta involucrada en la formacié de suberina en calls generats per infeccié
d’A. tumefaciens.

Es destacable que la majoria de gens biosintétics de la suberina i ceres associades que tenen
elevada expressio (>1.000 FPKMs) presenten un pic d’expressio al juny. Aquesta observacid
suggereix que tot 1 que la biosintesi de suberina (i ceres associades) esta activa durant tota
Pestaci6 de creixement del suro, és durant el mes de juny quan es déna el pic de biosintesi,
coincidint amb la taxa de creixement maxim del suro donades les condicions climatiques
adequades per a la seva produccié. L’observacié que els gens d’alta expressié 1 amb un pic
durant el mes de juny sén gens clau en la biosintesi de la suberina i ceres associades ens ha
servit per identificar nous gens candidats (Figura 45), els quals es troben expressats en el

transcriptoma del fel'lema i molts d’ells s’han trobat involucrats en la biosintesi de cutina 1

159



/DISCUSSIO GENERAL/

ceres cuticulars. Es interessant destacar que, dins aquesta llista de gens candidats per a la
biosintesi, la majoria dels que tenen alta expressié continuen presentant el pic durant el mes
de juny. Els candidats de 'elongacié d’acids grassos que compleixen aquest requisit soén
KCRT1, PAS2 i ECR els quals s’han relacionat amb la formacié de ceres en Arabidopsis (Park
et al., 2016) i la formacié del periderma de pollancre (Rains et al., 2017). També s’ha
identificat un membre de la familia LACS (Long-chain acyl-CoA synthetase) que té un rol en
la sintesi de lipids 1 el transport d’acids grassos entre compartiments subcel-lulars. La LACS2,
trobada fins al moment en la formacié de la cutina (Schnurr et al,, 2004) i recentment
identificada amb expressié significativa en el periderma de pollancre (Rains et al., 2017),
conté una expressié molt elevada durant el mes de juny. En la via dels fenilpropanoids
s’identifiquen 4 gens -CCoAOMT, C4H, 4CL1T i CH3- relacionats anteriorment amb la sintesi
de la lignina en Arabidopsis, pero que recentment també s’han identificat en pollancre com a
important per a la formaci6 del periderma (Rains et al., 2017). D’acord amb aixo, la biosintesi
de fenilpropanoids s’ha descrit com una via important per la formacié d’'un suro de bona
qualitat, enfront de la via dels flavonoides induida en suros de mala qualitat (Teixeira et al,,
2017). Respecte a les L'TPs s’observa que els gens LLTPG5, EDA4 i LTP (At3g22620)
d’elevada expressié tenen un pic al juny. Les dues primeres sén proteines ancorades a
membrana a través del glicosilfosfatidilinositol (GPI), mentre que la primera i I"dltima estan
situades en tandem al genoma d’Arabidopsis. La LTPG5 és una LTP ancorada a membrana a
través del glicosilfosfatidilinositol (GPI) (LTPG) i s’ha relacionat amb la suberina ja que el
mutant d’Arabidopsis presenta un descens dels acids grassos w-hidroxiacids i un increment
en la permeabilitat de la coberta de la llavor (Edstam & Edqvist, 2014), fenotip tipic dels
mutants de suberina. La EDA4 (embryo sac development defective) (Pagnussat et al., 2004) també
és una LTP ancorada a membrana via GPI, mai relacionada amb la suberina. Cal destacar que
la LTP (At3g22620) es localitza just al costat de la LTPG5 en el genoma d’Arabidopsis pel
que no es descartaria una regulacié conjunta en aquestes proteines. D’acord amb aixo,
Pexpressio de la LTP (At3g22620) s’activa per la unié del MYB41, gen regulador de la
suberina (Kosma et al, 2014), a la seva sequéncia promotora (Hoang et al, 2012).
Curiosament és en les LTPs on apareixen patrons d’expressié anomals. Aquest és el cas de 2
gens que estan molt expressats pero el seu maxim d’expressié no és durant el mes de juny, un
tandem curiés 1 no observat per cap més gen ja sigui conegut de la suberina o candidat
(Figura 44 1 45). Aquests 2 gens corresponen a la nsTPL.3 (candidat proposat en el apartat
3.2.2 com a transportador de monomers o polimers de suberina) i PAtLTPIV.I (també

conegut com a DIR1), els quals s’expressen de manera abundant durant el mes d’abril i tenen
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un patré de localitzacié subcel lular similar. DIR1 (Cecchini et al., 2015) s’ha suggerit per
transportar senyals lipidiques intracel-lulars a través de I'intercanvi de lipids en els contactes
directes membrana—membrana (membrane contact sites; MCSs) (Cecchini et al., 2015), els quals
son rics en LTPs (Helle et al,, 2013) i en plantes es formen entre el cloroplast, el reticle
endoplasmatic i la membrana plasmatica (Andersson et al., 2007). Tot 1 que DIR1 és un
component de la resistencia adquirida sistémica (SAR) la qual s’activa després de la percepcio
de patrons moleculars conservats de microorganismes (MAMPS; microbe-associated molecular
patterns), tals com el peptid flg22 (Cecchini et al., 2015), la seva expressio a suro suggereix que
podria també participar en la creacié de MCS per el transport intracel-lular de monomers de
suberina a través dels contactes membrana-membrana. Aquest mecanisme ja fou suggerit per
Wang & Benning (2012) per explicar la localitzacié subcellular de CYP86B1 en la cara
citoplasmatica de ’'embolcall extern del cloroplast i en el reticle endoplasmatic (Watson et al.,
2001). Tenint en compte la seva expressié maxima durant el mes d’abril, pic d’expressio
coincident per gens d’alta expressio de la sintesi d’acids grassos (FAE) a cloroplast (KAR o
BC) (Figura 44), podria fer pensar que els contactes facilitarien I'exportacié d’acids grassos
del cloroplast al reticle endoplasmatic per ser modificats o directament a la membrana

plasmatica per ser exportats.

4.10-La regulacio de la biosintesi de la suberina apunta a nous candidats

Pel que fa referencia a la possible regulacié de la suberina, trobem gens amb nivells
d’expressi6 de tots tipus (Figura 44). Entre els reguladors amb alts nivells d’expressié trobem
el NAC58 1 el MYB707 i amb expressié mitjana el gen MYBY3, tots tres amb un pic maxim
d’expressio durant el més de juny. El gen NACO5S, Tortoleg del qual a patata (SZNACT03)
s’ha descrit recentment com a regulador negatiu de la biosintesi de suberina i ceres associades
en el periderma del tubercle (Verdaguer et al., 2016), mentre que el MYB707 (Lashbrooke et
al., 2016) 1 MYBY3 (Legay et al., 2016) indueixen la deposicié de la suberina. Per contra,
també es va identificar el gen MYB47 que tot 1 que s’expressa de manera més elevada al juliol,
té¢ uns nivells d’expressié totals practicament nuls (<1 FPKMs). MYB47 es va relacionar
inicialment amb estrés abiotic (Cominelli et al., 2008) i posteriorment es va observar que
provocava 'acumulacié ectopica de suberina en fulles juntament amb la induccié de gens
biosintetics de la suberina (Kosma et al., 2014).

Pel que fa als candidats a participar amb la suberina (Figura 45) destaquen 3 gens de la familia
d’ERF: SHN7, SHN2 1 ERF107. SHNT7 1 SHNZ2 sén gens reguladors de la familia dels ERF
que s’han proposat per participar en el control del metabolisme de lipids, el metabolisme de

pectines i proteines estructurals de paret en determinats teixits cutinitzats i s’han identificat
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gens implicats en la biosintesi de ceres i suberina com a possibles dianes seves (Shi et al.,
2011). D’acord amb aixo, expressié6 de SHN1 en Morus indica 1. resulta en un increment en
la quantitat de ceres a la fulla el que redueix la transpiracié (Sajeevan et al., 2017) i Pexpressio
de PsnSHNZ2 de Populus en Nicotiana ha descrit PsnSHN2 com a regulador de la formacié de
la paret secundaria (Liu et al., 2017). Ambdés gens presenten un pic d’expressié durant el
mes de juny, 1 també una expressié destacada durant el mes de juliol, coincidint amb
Iexpressié maxima de gens de la suberina. ERF707 (conegut també com Decrease Wax
Biosynthesis — DEWAX) s’ha relacionat amb un augment en les carregues totals de les ceres en
fulles i tiges. La seva sobreexpressié redueix aquesta carrega 1 altera l'ultraesctructura de les
capes cuticulars regulant negativament l'expressié de l'enzim formador dels alcans entre
d’altres (Go et al, 2014) i suggereixen que DEWAX interactua directament amb els
promotors de gens biosintetics de ceres com CERT7, [LACS2, ACI.A2 i ECR (Suh & Go,
2014). Aquest gen tot i mostrar el seu pic d’expressié durant el mes de juliol, té una expressio
considerable durant el mes de juny.

Altres gens reguladors que s’han relacionat amb I'acumulacié de cutina i ceres pero amb el
pic d’expressié durant I'abril son CER7, HDG1 i MYB96. CER7 codifica per una 3'-5'
exoribonucleasa de 'exosoma que regula positivament 'acumulacié de transcrits de CERJ,
gen involucrat en la biosintesi de ceres cuticulars (Zhao & Kunst, 2016). A més, s’ha descrit
que aquest exosoma esta associat a un altre complex SUPERKILLER que és requerit per al
control de la biosintesi de les ceres cuticulars (Zhao & Kunst, 2016) i que al nostre estudi
trobem varis dels gens associats a aquest complex, com per exemple SKI7 (Atlg76630), SKI2
(At3g46960) 1 SKIS (At4g29830) amb expressio baixa en tots els casos (<200 FPKMs) i amb
expressions més altes durant el mes d’abril, coincidint amb I'expressi6 de CER7. MYB96
s'indueix per acid abscisic i1 regula la senyalitzacié durant la resposta a estrés de sequera
induint 'expressié de gens biosintetics de les ceres cuticulars (Seo et al., 2011). També, s’ha
vist que mutants de MYB96 en la planta Camelina augmenten els nivells d’alcans i alcohols
primaris respecte a la planta nativa, i disminueix la transpiracié en les fulles. A més, s’ha vist
que Pexpressio de gens implicats en la biosintesi de ceres i suberina com KCS2, KCS6, KCR1
1 ERC s6n molt més elevats en les plantes mutades per MYBY6, suggerint que podria ser un
bon candidat (Lee et al., 2014). HDGT codifica per una homeobox-leucine zipper family
protein implicada en la unié a DNA (Ruberti et al., 1991) i s’ha detectat que la supressié

d’aquest resulta en un fenotip defectiu de la cuticula (Wu et al., 2011).
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4.11-1’agrupacio dels perfils d’acumulacié de transcrits evidencia quins processos
son predominants en les diferents etapes

L’agrupacié jerarquica de les dades d’expressié dels mesos abril, juny 1 juliol va determinar
que les llibreries de juny i juliol s’agrupaven formant un clade (Figura 46) indicant una major
similitud de transcriptomes. Aquest fet esta d’acord amb que juny i juliol sén mesos més
homogenis en quan a I’activitat del suro en comparacié amb el mes d’abril, quan es donaria la
sortida de la dormancia del teixit, degut segurament a les diferéncies ambientals que es donen
en els diferents mesos.

L’analisi dels gens diferencialment expressats mitjangant Ieina bioinformatica MapMan
demostra I'activacié durant el mes de juny i juliol dels gens implicats en la degradacié del
mido, la glucosa i la glicolisi, passos necessaris del metabolisme primari per a la sintesi dels
acids grassos precursors de la suberina (Figura 47). Durant aquests mesos també esta molt
actiu el metabolisme secundari de biosintesi de flavonoides i fenilpropanoides, vies
marcadores de suros de mala i bona qualitat (Teixeira et al., 2017). Al juny, i sobretot al juliol
trobem molt activat I'estres abiotic que es podria relacionar amb les altes temperatures i la
baixa humitat que tenen lloc durant aquests mesos. En concret trobem proteines
relacionades amb la resistencia a calor (HSP), que ja s’havien relacionat préviament amb el
fel'lema de la surera (Pla et al., 2000). Pel que fa als gens induits al mes d’abril, s’han
identificat gens que codifiquen per proteines de defensa relacionades amb el reconeixement i
resposta a patogens. Si bé la presencia de proteines de defensa no és un fet estrany en el
fel'lema el qual separa els teixits interns de 'ambient (Barel & Ginzberg, 2008; Ricardo et al.,
2011), no existeix una explicacié simple per entendre la induccié d’aquestes proteines durant
I'inici del periode de creixement de suro. Una hipotesi vindria donada per la necessitat
d’activar simultaniament els gens de resposta per a activar la formacié d’un teixit suberificat,
mimetitzant el que succeeix en processos de ferida o formacié del periderma cicatricial
independentment de la preseéncia de patogens (Chaves et al., 2009). Aixo podria estar
relacionat amb la forta necessitat de protegir les cel-lules durant els processos estressants
com la dessecacid, proteccié davant malalties, detoxificacié i mort cel-lular que tenen lloc
durant Pactivacié del meristema/fel-lema (Ricardo et al., 2011). Al tractar-se d’un teixit
crescut en condicions naturals, altres explicacions vindrien donades pel fet que durant el mes
d’abril i juny/juliol el teixit estigués sotmes a determinats patogens que activessin vies de
resposta diferents. Per altra banda, hi ha un seguit de gens diferencialment expressats durant
el mes de juliol que estan relacionats amb la sintesi de la paret cel'lular (Figura 47). Aixo

podria relacionar-se amb el fet que el mes de juliol és un mes molt calorés en el bosc
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mediterrani, fet que implica sequera durant aquest periode. En condicions de falta d’aigua, les
cel'lules per tal de mantenir la pressi6 de turgéncia incrementen lelasticitat (Saito &
Terashima, 2004) a través de la induccié de proteines de paret, incloses les expansines, les
quals es sobreexpressen en condicions de poca aigua (Jones & McQueen-Mason, 2004).

Els gens diferencialment expressats al llarg de ’estaci6 es van agrupar en 5 clisters en funcié
de la seva expressio dels quals se’n va analitzar les categories funcionals GO enriquides. Pel
que fa als clasters, aquests es poden subclassificar depenent del pic d’expressié: al mes d’abril
(claster 1, 2 1 3), al mes de juny (cluster 4) i al mes de juliol (clister 5). A nivell general
trobem que els clisters amb un pic maxim d’expressié a l'abril contenen categories
enriquides en processos de senyalitzacié 1 resposta, transduccié del senyal, categories
relacionades amb el processament d’RNAs, metabolisme primari, modificacié de lipids i
categories relacionades amb el creixement i la paret cel'lular. Aquestes categories séon
coherents amb el fet que després de la pausa hivernal es necessita d’una gran activitat
transcripcional i traduccional per tal de poder desencadenar la formacié del fel-lema, el qual
necessita un programa genctico-cel-lular diferent. I’activacié del metabolisme també esta
d’acord amb T’activacié meristematica i per tant el creixement cel-lular que es comenca a
donar durant aquest mes. També destaca una categoria implicada en el procés de biosintesis
de la lignina 1 aquesta és interessant perque s’ha observat que I'acumulacié dels compostos
aromatics que s’'uneixen a la suberina té lloc préviament a 'acumulacié dels compostos
alifatics (Yang & Bernards, 20006), per tant, ens podria indicar que la paret cel'lular s’esta
preparant per la deposicié de la suberina. Es interessant destacar que categories com la
senyalitzacio, transduccié del senyal i defensa es troben juntes en el claster 1 1 2 evidenciant
que els gens representats amb un pic a I'abril coexpressen 1 que per tant sén necessaries per
posar a punt el funcionament de I'activacié del fel'logen. En el claster 3 hi apareixen també
categorties relacionades amb el metabolisme primari, el creixement cel-lular i la paret cel-lular,
el que suggereix que les cel'lules del suro estarien preferentment preparant-se per poder tenir
un creixement massiu del teixit. En el claster amb pic al juny (claster 4) observem categories
relacionades amb el metabolisme secundari, perd també categories relacionades amb estres,
amb processos d’oxido-reduccié i amb la regulacié. L’enriquiment de les categories
relacionades amb el metabolisme secundari coincideix amb els gens de la biosintesi de la
suberina que tenen un pic d’expressié maxim durant el mes de juny. Pel que fa als processos
d’oxidacié-reduccié 1 d’homeostasi redox, aquests coincideixen amb I’estres oxidatiu endogen
i la senescencia que pateix el teixit durant la formacié del suro (Pla et al., 2000). Aixi doncs,

en global durant el mes de juny es doéna la formacié de metabolits secundaris, i la
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suberificacid, concomitantment amb ’homeostasi redox per contrarrestar I'estrés oxidatiu
provocat per la polimeritzacié dels compostos aromatics. Per tltim, en el clister amb un pic
d’expressio durant el mes de juliol (cluster 5) s’observen sobretot categories relacionades amb
Pestreés abiotic. Aquest fet estaria relacionat amb que durant el mes de juliol d’aquell any la
precipitacié va ser molt baixa i les temperatures molt elevades.

La figura 51 mostra un esquema de les conclusions més rellevants de l'analisi dels
transcriptomes durant etapa de creixement del suro. En resum, les dades suggereixen que
durant el mes d’abril el fel-logen s’activaria per la quantitat de senyals, encara desconegudes,
que percebria el teixit. Aquestes senyals podrien estimular la iniciacié del creixement cel-lular
1 conseqiientment activar tots els mecanismes implicats en el metabolisme primari 1 en la
biosintesis de la paret cel'lular. També, en aquest moment, la sintesi dels compostos
aromatics s’iniciaria per tal d’acumular la lignina, també conegut com a domini aromatic de la
suberina (Bernards & Razem, 2001). Basant-nos en el treball de Boher (2016), on compara
I'acumulacié de transcrit de varis gens entre suro (fel'lema) i fusta (xilema) en diferents
mesos, s’observa que aquells gens que estan induits en suro (per exemple SUS4, CYP86BT 1
CDSL3, entre d’altres) tenen una expressio baixa durant el mes d’abril pero un pic elevat el
mes de juny. En base a aquests resultats i les nostres dades podem dir que és durant el mes
de juny quan el creixement del suro i en conseqii¢ncia, la formacié de suberina és maxima. El
teixit estaria enriquit en cel'lules de fel'lema que estan en estadi de diferenciaci6, generant un
augment de lactivitat metabolica en general, perod especialment del metabolisme secundari,
tal com la sintesi de suberina. Fis molt important remarcar que aquests processos no es
donen de manera unica i particular en un mes en concret, siné que tot i que estiguin més
actius en certs moments sempre estan presents en el teixit. Finalment, al juliol el teixit pateix
molt d’estrés degut a les condicions climatiques, les quals fan que el creixement del teixit no

sigui favorable.
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Figura 51. Cronograma del desenvolupament estacional del suro en els tres mesos assajats (abril,
juny i juliol) generat a partir de les categories de GOs enriquides en els cllisters de gens
diferencialment expressats. Es relaciona el mes, les categories GOs i el desenvolupament del suro,

des de l'inici de I'activitat del fellogen fins que les cellules esdevenen madures.
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5.Conclusions

Per a 'objectiu 1: Identificar proteines que interaccionin amb la proteina StRIK.

1.

S’ha obtingut una llibreria de doble hibrid de cDNA de fel'lema de patata que ha
permes identificar 29 possibles proteines interactores amb la proteina StRIK, el 17%
relacionades amb processos de regulacié de 'mRNA, la traducci6 i Usplicing 1 per tant
estan d’acord amb el paper suggerit per StRIK.

La possible interactora StRACKI1B té un patré d’expressio # siico similar a StRIK, ja
que s’expressa de manera abundant en la majoria de teixits assajats en planta i s’activa
també sota condicions d’estres. A més, coexpressa amb gens implicats en la regulacio
del procés post-transcripcionals i de traduccio.

StRACKI1B es localitza al citoplasma i a vegades al nucli. En preséncia d’StRIK la
freqiiencia de localitzacié d’StRACK1B a nucli augmenta en un 30%, el que suggereix
que StRIK arrossega StRACKIB cap a nucli.

El gen codificant per la possible proteina interactant StCisteina proteinasa 3
coexpressa amb el gen APUMS, implicat en lestabilitat de PRNA missatger i la
traduccio i al que se li ha suggerit un paper en la regulacié post-transcripcional durant
la resposta a Pestres, processos que s’han vist desregulats quan StRIK es silencia.

La proteina StCisteina proteinasa 3 es localitza al citoplasma, en petits granuls que

podrien correspondre a petits vacuols i en ocasions també a nucli.

Per l'objectiu 2: Analitzar 7n silico i caracteritzar diferents gens reguladors 1 de transport

implicats en la formacié de la suberina.

6. La proteina StERF93, la qual conté els dominis per incloure’s dins del grup IX, no

presenta una telacié d’ortologia clara amb un sol membre de la familia I’AP2/ERF
d’Arabidopsis. A més, els gens paral-legs d’S#ERF93 que es troben al mateix claster—
StERF51, StERF156 1 StERF162— contenen nivells d’expressié similars en els
diferents teixits, suggerint una possible redundancia funcional entre ells.

El gen SZERF93 s’expressa de manera més abundant en fel'lema i arrel suggerint un
rol I’S7ERF93 en teixits suberificats. Tant en fulla com en tubercle ferit, 'expressio
d’S’ERF93 presenta una primera induccié just després de la ferida la qual estaria
d’acord amb la formacié de la capa suberificada de tancament. En el tubercle ferit
s’observa una segona induccié molt clara als 6 dies de ferida, perfode que coincideix

amb linici de la formacié del periderma cicatricial, el qual té lloc als 5-7 dies.
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8. La proteina StLTPL.3 manté una relacié d’ortologia amb la proteina QS 156628 de
suro i amb la proteina AtLTPIL3 (At2g18370) d’Arabidopsis, 1 filogenéticament és
molt propera a la proteina AtLL'TP1.4, la tnica nsL.TP relacionada amb suberina.

9. La proteina StLTPL.3 s’expressa de manera molt especifica en el fel'lema del tubercle
de patatera. I’expressio en teixit ferit és tardana ja que s’indueix a les 48 1 144 hores
post-ferida del tubercle 1 de la fulla, respectivament.

10. La localitzacié subcel'lular dI’StLLTPL.3 es dona a la periféria cel-lular i podria ser
compatible amb una distribucié a reticle endoplasmatic, el que podria estar d’acord
amb el transport intracel-lular de monomers de suberina i ceres associades.

11. La relaci6 d’ortologia de I'StABCGI1, StABCG10, StABCGI11, StABCG20 i
StABCG23 no es correspon amb els ABCGs d’Arabidopsis, a excepciéo de
I'StABCG10 1 'StABCG23 amb una relacié d’ortologia directa. Aquest fet posa de
rellevancia la redundancia funcional entre alguns dels seus membres descrita en
Arabidopsis.

12. Tots els ABCGs estudiats s’expressen de manera especifica en el fel-lema de patata, 1
en menor quantitat en arrel. A més, tots s’indueixen per ferida en tubercle de
patatera, essent els transcrits d’SLABCGT 1 SEABCGTT els que s’acumulen primer.
StABCG20 també és activat per ferida en fulla, tot i que la induccié es dona més
tardanament.

13. Els ortolegs ’ABCG en Arabidopsis mostren coexpressiéo amb gens implicats en la
biosintesi de suberina, ceres i lignina, recolzant el seu paper en el transport dels
components de la suberina i ceres a la paret cel'lular. S’ha trobat coexpressié amb
altres gens de la familia ABCG el que apunta a possibles candidats per formar
heterodimers o homodimers necessaris per ser funcionals.

14. Tots els ABCGs estudiats (StABCG1, StABCG20 i StABCG23) presenten un patrd

tipic de localitzaci6 a la membrana plasmatica quan s’expressen en cel-lules de tabac.

Per a lobjectiu 3: Disseny dun protocol alternatiu més rapid i eficient per a estudis
funcionals de la suberina en patatera basat en 1’as d’Agrobacterium rhizogenes per aconseguir
arrels transformades.

15. S’ha implementat un protocol de transformacié d’arrels de patatera rapid i eficag
mitjancant A. 7higogenes (soca C58C1:pRI1583) i el posterior cultiu d’arrels
transformades en medi Gamborg B5.

16. Les arrels transformades via 4. rhigogenes permeten estudiar I'activacié de promotors

de gens biosintetics de la suberina ja que I'activacié del promotor ’FHT es dona en
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17.

18.

els teixits suberificats de I'arrel tal com s’havia demostrat per arrels transformades
amb A. tumefaciens.

La suberina de les arrels peludes transformades amb el vector pK7GWIWG2-(II)
Red Root (RR) buit presenta un patré quimic composicional molt semblant a
I'observat per les arrels natives, amb els mateixos tipus i proporcié de monomers:
acids grassos, diacids, w-hidroxiacids, alcohols primaris 1 acid ferulic. Per tant les
arrels peludes transformades sén un bon model per a I'estudi de gens relacionats amb
la suberina.

L’analisi d’acumulacié de transcrit d’arrels transformades via A.7hizogenes mostra que
s’ha obtingut un 65% d’eficiencia en l'obtencié d’arrels silenciades pels gens

CYP86A33, S.TP1.3, StERF93 1 StABCG20.

Per a 'objectiu 4: Ampliar el coneixement del creixement estacional del suro i trobar nous

gens candidats per a la formaci6 del suro.

19.

20.

21.

22.

23.

S’ha generat un transcriptoma de fel-lema de suro de novo mitjancant la plataforma
Illumina HiSeq2500, el qual es va anotar generant un genoma de referéncia de
fel-lema de 404.970 contigs amb llargades mitjanes de 609 nt.

S’ha observat una correlacié significativa entre les dades d’expressi6 d’RNAseq 1 les
d’RT-qPCR (comparant les dades de 29 gens en abril/juny, abril/juliol i juny/juliol)
validant les dades d’expressié obtingudes amb la plataforma Illumina.

Lanalisi transcriptomic via RNA-seq dels mesos d’abril, juny i juliol ha permes
concixer I'estacionalitat de tots els gens coneguts de la biosintesi, transport i1 regulacié
de la suberina i compostos cerics. Aquests gens presenten un patrd d’expressié comu
amb elevada expressio (>1000 FPKMs) i un pic d’expressio al juny, suggerint que és
durant el mes de juny quan es dona el pic de biosintesi, coincidint amb la taxa de
creixement maxim del suro.

L’observacié de que els gens d’alta expressio 1 amb un pic durant el mes de juny son
gens clau en la biosintesi de la suberina i ceres associades ha servit per identificar
nous gens candidats per a la biosintesi (I.ACS2, KCR1, PAS2, CER10, KCS4,
CCoAOMT, C4H, 4CL1 i C3H) i transport (LTPG5 i EDA4) de monomers de la
suberina i/o compostos cérics.

L’agrupaci6 jerarquica de les dades d’expressié dels mesos d’abril, juny 1 juliol mostra
que juny i juliol s’agrupen en un mateix clade, separat de I’abril, demostrant una

major similitud d’aquests transcriptomes.
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24,

25.

20.

27.

L’agrupaci6 de perfils d’expressié dels gens diferencials al llarg de l'estacié de
creixement mostra cinc cldsters: tres tenen un pic maxim d’expressioé a I'abril, un té
un pic maxim d’expressio al juny i un altre al juliol.

Els clasters que presenten un pic maxim d’expressio a I'abril contenen categories
enriquides en processos de senyalitzaci6 i resposta, transducci6 del senyal, categories
relacionades amb el processament d’RNAs, metabolisme, modificacié de lipids 1
categories relacionades amb el creixement cellular 1 la paret cel-lular. Aquestes
funcions sén coherents amb I’activacié dels meristemes i el creixement del teixit.

En el claster amb pic al juny s’observen categories relacionades amb el metabolisme
pero també categories relacionades amb I'homeostasi redox i amb la regulacié. La
inducci6 de la homeostasi redox al juny és coherent amb I’estres oxidatiu associat a la
polimeritzacié dels compostos aromatics units a la suberina.

En el claster amb un pic d’expressié durant el mes de juliol s’observen categories
relacionades amb Destrées abiotic. Aquest fet és coherent amb les condicions

climatiques d’aquest mes.

172



5. MATERIAL | METODES






/MATERIAL & METODES/

6.1-ldentificacio de proteines que interaccionen amb StRIK mitjangant el

métode del dos hibrids en llevat

6.1.1-Etapes prévies a la creacio d’una llibreria de cDNA

6.1.1.1-Extraccié d’'RNA pel métode Z6

L’RNA és una molecula molt poc estable que pot ser degradat per RNAses, les quals es
troben de manera abundant arreu. Per aquest motiu, durant tot el procés d’extraccié6 d’RNA
cal treballar en condicions lliures d’RNAses. Per aconseguir-ho cal que tot el material de
vidre estigui fornejat préviament a 200°C durant 8 hores; les solucions han d’estar preparades
amb aigua DEPC que inactiva les RNAses i el material de plastic ha de contenir
especificacions concretes per part del fabricant garantint I’'absencia d’RNAses.

Per extreure 'RNA de fel'lema de patata (Solanum tuberosum) es va utilitzar el metode Z6
(Logemann et al., 1987). El tampé Z6 (Hidroclorur de guanidini 8 M, MES (2-(N-
Morpholino) ethanesulfonic acid sodium salt, Sigma Aldrich) 20 mM, EDTA 20 mM, a pH
7,0 amb NaOH) és un tampd desnaturalitzant de proteines que permet inactivar les
ribonucleases endogenes durant el procés de lisi del teixit i preservar la qualitat de PRNA. Les
mostres de teixit, congelades en N, liquid, es van triturar en un morter sense permetre la seva
descongelaci6. El material en pols que en resultava es va afegir a un eppendorf d’1,5 ml que
contenia 500 pl de la barreja Z6:63-mercaptoetanol (10:1). Tot seguit s’hi van afegir 500 pl de
fenol acid:cloroform:isolamilalcohol (125:24:1) preparat fresc (< 1 setmana) i es va agitar
vigorosament amb el vortex. Aquestes mostres es guardaven en gel mentre s’anaven
processant les altres mostres. A continuacié es van separar les fases centrifugant a 4°C durant
60 min a 11.000 rpm. El sobrenedant aqués es va traspassar a un nou tub en gel i s’hi va
afegir 1/10 V d’acid acetic 1 M i1V d’etanol al 100%. L’RNA es va deixar precipitar a -80°C
durant 1 h i seguidament es va centrifugar durant 15 min a 13.000 rpm a temperatura
ambient. El precipitat es va rentar amb 500 ul d’etanol al 70% i seguidament es va centrifugar
10 min a 13.000 rpm. Al precipitat s’hi va afegir 200 pl d’acetat sodic 3 M (pH 5,2) per tal
d’eliminar els polisacarids, que co-precipiten amb 'RNA, i es va agitar vigorosament amb el
vortex. HEs va centrifugar 10 min a 13.000 rpm, es va descartar el sobrenedant i es va rentar el
precipitat amb alcohol 70%, es va centrifugar altra vegada 5 min a 13.000 rpm i es va
extreure curosament el sobrenedant amb una pipeta sense distorsionar el sediment. Després
d’evaporar les restes d’etanol de 'eppendorf, el sediment es va resuspendre amb 50 ul d’aigua

tractada amb DEPC. Les mostres es van agitar durant 20 min a temperatura ambient. Tot
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seguit, per eliminar restes de sucres, es va escalfar la mostra 5 min a 65°C, es va incubar 15
min en gel 1 finalment es va centrifugar durant 10 min a 13.000 rpm. El sobrenedant,
corresponent a 'RNA en solucid, es va transferir a un tub nou. Aquest RNA es va
quantificar al Nanodrop i la seva integritat es va analitzar en gels desnaturalitzants amb
formaldehid (1 ug d’'RNA).

La qualitat de I'extraccié es va determinar mitjan¢ant la quantificacié de PRNA al Nanodrop
(nd-1000 from ThermoScientific) i I’analisi dels quocients 260/280 i 260/230, que havien de
romandre entre 1,8 i 2,2. Un quocient menor d’1,8 a I'index 260/280 indica contaminacié
significativa de proteines, i un quocient menor a 1,8 a I'index 260/230 indica contaminaci6

de fenols, sals i/o etanol. Un quocient de 2,0 a 2,2 és el recomanat.

6.1.1.2-Digestié amb DNAsa
La digestié de PRNA total amb DNAsa és necessaria per prevenir la contaminacié per DNA
genomic. En aquest cas es va fer servir el kit RINeasy Mini (Cat. No. 74104) de Qiagen que
permet realitzar la digesti6 en columna, mitjancant la DNAsa I (Cat. No. AM2222) de
ThermoFisher. El protocol a seguir és el Cleanup de TRNA més la part opcional On-Colummn
DNase Digestion with the RNAse-Free DN.Ase, ambdos protocols inclosos en el Kit.

6.1.1.3-Gel d’electroforesi d’RNA amb gel de formaldehid

La qualitat de PRNA es va comprovar mitjancant gel d’agarosa desnaturalitzant, normalment
després del tractament amb DNasa, si els rendiments obtinguts en el Nanodrop després de
Pextracci6 d’RNA son correctes. Addicionalment també es podria analitzar PRNA abans de
la digestié6 DNasa.

Els gels d’agarosa desnaturalitzants es fan servir per a analitzar PRNA ja que aquest pot
formar estructures secundaries a través d’aparellament de bases intramoleculars evitant la
seva correcta migracid. A més, el formaldehid i la formamida, a part de desfer les estructures
secundaries de 'RNA, desnaturalitzen les proteines i per tant prevenen la degradacié per
RNases.

Aixi doncs, per tal de veure la integritat d’aquest RNA total extret es prepara un gel d’agarosa
1,5% en tampé MEN (20 mM de MOPS, 5 mM d’acetat de sodi, 1 mM dI’EDTA, ajustat a
pH 8,0 amb NaOH) i 1,5% de formaldehid (soluci6é al 36%). Primerament es va fondre
l'agarosa en aigua DEPC 1 posteriorment, s’hi va afegir el formaldehid i el tampé MEN 10X
(a partir d’aquest moment es va treballar sota campana extractora de gasos degut a la toxicitat

del formaldehid). Un cop solidificat en el motlle, el gel es va dipositar en una cubeta
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d’electroforesi, enrasat amb tampé MEN 1X. Per minimitzar Pevaporacié del formaldehid, el
gel es va cobrir amb parafilm.

Es va preparar 1 ug d’RNA en 5 ul d’aigua lliure de DNases 1 s’hi van afegir 7,5 ul de tampd
de carrega (10:4:6 de formamida: MEN 10X: formaldehid, 1 amb 1 pl de bromur d’etidi)
mantenint la relacié 1:1,5 (mostra:tamp6 carrega). La barreja es va incubar 5 min a 65°C i
posteriorment es va mantenir en gel fins a carregar-la en el gel de formaldehid. Cal tenir en
compte que cal carregar en alguna butxaca lliure (o no) tampé de blau de bromofenol (5 pl
de glicerol, 2.107 ul FEDTA 0,5 M, 2,5%107 g de blau de bromofenol i 5 ul d’H,O tractada
amb DEPC) per detectar 'avang de la mostra. Es va connectar el gel a 3-4 V cm™. Durant la
carrera del gel, es va supervisar que les butxaques no quedessin buides i quan va convenir,

s’hi va afegir tampé MEN 1X.

6.1.1.4-Purificacié de 'mRNA
L’RNA total esta format per rRNA (28S, 18S 1 5S, en un 80-85 %), tRNA, small nuclear RNAs
(en un 15-20 %) i per mRNA (1-5 %, de mida molt heterogenia: de 0,5 a 6 Kb). Per a la
creacié de la llibreria de cDNA de doble hibrid es va purificar el mRNA de la resta de
components. Es va utilitzar el protocol Dynabeads® mRIN.A Purification kit (Cat. No. 61006) el
qual permet la unié de la cua poli A amb els residus doligo (dT) que estan units
covalentment a les Dynabeads®, les quals segrestaran aquest mRNA i permetran la seva

purificacié. Es va seguir el procediment descrit per la casa comercial.

6.1.1.5-Sintesis de cDNA
La creaci6 de la llibreria de cDNA es va dur a terme mitjancant el sistema Make Your Own
(Mate & Plate) Library System de Clontech (Cat. No. 630490). Aquest sistema utilitza
tecnologia SMART™ (Switching Mechanism at 5 end of RNA Transeripi) (Zhu et al., 2001) que
permet tenir alts rendiments de ¢cDNA mantenint representacié de les sequencies. El
mecanisme consta basicament de dos passos. En el primer pas, s’utilitza la transcriptasa
inversa MMLYV (Moloney Murine Lenkemia Virus) per transcriure FRNA a cDNA de cadena
simple. E1 cDNA es pot sintetitzar mitjangant encebadors oligo-dT (CDSIII), que s’hibriden
a l'extrem 3’ del la cua poli A de PRNA, fent que els extrems 5 dels transcrits puguin estar
menys tepresentats; o encebadors aleatotis (randomz) (CDSIIL/6), que s’hibriden de forma
aleatoria a qualsevol seqiiéncia de 'RNA, fent que la representacié dels extrems 5 o 3’
estiguin representats en igual proporcid. Quan la MMLV RT acaba la sintesi de cadena de
cDNA, lactivitat transferasa de l'enzim afegeix uns quants nucleotids addicionals (C) a

Pextrem 3’ del cDNA. L’oligonucleotid SMART 111, el qual conté una seqiiencia d’oligo (G)
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en Pextrem 3’ s’uneix als nucleotids de C del cDNA sintetitzat a 'extrem 5 (Figura 52).
Aquesta unié permetra que la RT copii encebador SMART III creant una seqiiencia
adaptadora coneguda a I'extrem 5’ del cDNA la qual s’utilitzara d’ancoratge per a la segtient
amplificacié per PCR de llarga distancia (LD PCR) (Chenchik et al., 1998). D’aquesta manera
s’aconsegueixen cadenes de dscDNA, amb seqiiéncia coneguda als dos extrems, de fins a 20
kb.

La primera cadena de cDNA es va sintetitzar utilitzant mRNA purificat utilitzant Oligo-dT i
encebadors Random, ambdos inclosos al kit. Posteriorment es va procedir a 'amplificaci6 de
la doble cadena de cDNA utilitzant Penzim Advantage

2 Polymerase Mix (Cat. No. 639201) de Clontech, que

permet amplificar fragments llargs i té una taxa d’error

3 vegades inferior a la de les Taqgs convencionals. Un

cop comprovat que s’havien obtingut fragments de

cDNA de mides que assolien almenys de 200 a 1.000

pb, mitjancant gel d’agarosa a I'1,2%, es van eliminar

tots aquells fragments < 200 pb utilitzant CHROMA

SPIN TE-400 (Cat. No. PT13001) de Clontech. La

poblacié de dscDNA resultant es va clonar en el

vector pGADT7-Rec (Figura 55A). Per fer-ho es van

seguir sense canvis els protocols descrits en els kits

Make Your Own (Mate & Plate) Library System 1

Yeastmaker™
(Cat. No. 630439) de Clontech, barrejant la poblacié
de dsCDNA (~2,5 ng), el vector pGADT7-Rec i la
soca de llevat Y187.

Yeast Transformation System 2 (Library-Scale)

Figura 52. Visi6 general del procés de copia dels mRNAs i sintesi de doble cadena de cDNA amb
extrems coneguts i homolegs al vector pGADT7-Rec, el que permetra la recombinacié homologa

durant la transformacio en llevat.

6.1.2-Clonatge d'StRIK (6 StERF93) per screenar la llibreria utilitzant la metodologia
Gateway

El clonatge Gateway® de la casa comercial Invitrogen (Katzen, 2007) és un sistema universal
de clonatge i subclonatge de sequencies de DNA que permet que els inserts siguin transferits

entre vectors de manera direccional utilitzant la recombinacié especifica de lloc. Aquest
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sistema pot facilitar la transferéncia d’'una o més seqiencies de DNA paral-lelament en
multiples vectors, mantenint 'orientacio i la pauta de lectura correctes.

El sistema Gateway® utilitza el sistema desenvolupat pel fag A que es déna entre el cicle litic
1 lisogenic. El fonament del sistema per a la recombinacié especifica de lloc es fa mitjangant
les seqiiencies especifiques de DNA (llocs a7) i recombinases del fag A. Per tal de controlar
aquells plasmidis que han recombinat i per tant inserit el fragment de DNA, s’ha de produir
Iintercanvi amb el gen letal c«dB, el qual expressat en soques convencionals d’Escherichia coli
els hi produeix la mort.

El sistema esta composat per dues reaccions: (i) la reaccié BP que recombina sequiencies de
DNA attBs amb attPs per donar lloc a attLs 1 attRs la qual genera el clon d’entrada o pEn#ry; i
(i) la reaccié6 LR que recombina sequencies de DNA attls i attRs per donar lloc a attBs i
attPs la qual genera el clon d’expressié o pExpression.

En el nostre cas, en la reaccié BP es va recombinar mitjangant la BP clonasa un producte de
PCR flanquejat per les seqiiéncies attB1 i attB2 i el vector pDONR™207 (Figura 52B)
(Invitrogen), el qual conté un gen letal flanquejat per les seqiiencies attP1 i attP2. El resultat

va ser el clon Entry (Figura 53A).

Figura 53. Esquema representatiu de la formacié del clon Entry, a partir del pP DNOR™207 (Invitrogen) i
un producte de PCR amb els attBs incorporats on hi ha el gen o fragment d’interés a ser clonat. El
resultat és un vector que conté el nostre gen d’interés i un subproducte del gen ccdB amb les
seqléencies attPs flanquejants, AbR (antibiotic de resisténcia); (B) Mapa del vector donador
pDONR™201 i pDONR™207 (Invitrogen). El nostre vector d’entrada corresponia al pPDONR™207 el

qual conté gentamicina com a marcador de seleccid en bacteris.
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En el nostre cas, la reaccié6 LR mediada per la LR clonasa va recombinar el clon Enfry 1 un
vector de desti (Destination) per recombinacié d’attlL1 1 attR1, i attl.2 i attR2, respectivament
(Figura 54). Aquesta recombinacié ens va permetre inserir la seqiiencia codificant d’StRIK (i
StERF93) en el vector de desti pGBG-NSC (Figura 54B), creant un clon d’expressié que
permetia expressar StRIK (o StERF93) fusionat al domini d’unié6 a DNA de Gal4, és a dir,
I’esquer del sistema del doble hibrid.

Figura 54. Esquema representatiu de la formacié d’un clon Expression a partir del clon Entry i un
vector de desti. El resultat és un vector d’expressié que ha incorporat el nostre gen d’interés i un

subproducte corresponent al vector donador.

6.1.2.1-Disseny d’encebadors especifics amb extensions attB per amplificar

StRIK (6 StERF93)
Per amplificar i aillar la seqiéncia completa dels diferents gens d’interes per ser clonats en el
vector donador pDONR™207, es van dissenyar encebadors especifics per a cadascun d’ells
mitjancant el programa Primer 3 (Koressaar & Remm, 2007) amb una Tm d’entre 58°C-60°C
i la minima autocomplementarietat. La resta de parametres van ser els donats per defecte pel
programa. Les seqiiencies dels gens requerien d’una extensié de DNA flanquejant amb les
sequiencies attB1 i attB2 a 371 5” respectivament per permetre la recombinacio i clonatge amb
el vector donador. Aixi, als encebadors dissenyats se’ls hi van afegir les sequencies (~30 pb)
als extrems 5, TlattBl: *GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC® a
Pencebador forward i TlattB2: *GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT® a

I’encebador reverse respectivament. La seqiiencia dels encebadors contenia a 3’ la seqiiencies
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homologa als extrems de la seqiiencia codificant segons la base de dades del Potato Genome
Sequencing Consortium Data Release (http://potatogenomics.plantbiology.msu.edu/index.html).
A més, es van afegir dues bases abans del cod6 corresponent a la metionina inicial per
assegurar que la sequeéncia d’interés quedava en fase una vegada clonada en el vector

d’expressio binari.

6.1.2.2-PCR per amplificar StRIK (o StERF93) flanquejats pels attBs
Per aillar els gens candidats es va utilitzar DNA motlle que provenia de poblacions de
transcrits de fel-lema de patata aconseguits amb la SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase (Cat.
No 18080) de Invitrogen. Per a amplificacié dels gens per PCR es va utilitzar una DNA
polimerasa PrimeStar® HS (Cat. No RO10A) de Takara Biotechnology la qual no introdueix
tants errors durant la copia del DNA ja que té activitat 3’-exonucleasa correctora. Les
condicions de PCR van ser les indicades pel protocol, pero amb una temperatura
d’anellament de 58°C i 306 cicles. El producte de PCR resultant va ser analitzat en un gel
d’agarosa 1% 1 posteriorment purificat mitjancant MinE/ute PCR Purification Kit (Cat. No.
28004) de Qiagen. Seguidament es va procedir a la seva quantificacié6 per NanoDrop (nd-
1000 de ThermoScientific). Cal dir, que el gen StRIK ja estava amplificat i clonat en un altre

vector, pel que no va caldre la seva amplificacié (Boher, 2010).

6.1.2.3-Clonacié d’StRIK (6 StERF93) en vector d’expressi6 de llevat
Per a Pobtenci6 del clon Ensry es va utilitzar el vector pPDONR™207 com a vector donador
(Figura 53B) i la BP Clonasa™ II (Cat. No. 11789-020) d’Invitrogen, seguint les indicacions
de la casa comercial. El producte de la clonacié es va transformar en la soca bacteriana
d’E.coli DH5a (cultivada a 37°C en LB i seleccionades amb gentamicina 10 pg ml™).
Posteriorment es va purificar el DNA plasmidic del vector Enfry mitjangant el protocol de
Gene]E'T Plasmid Miniprep Kit (Cat. No. K0502) de ThermoFisher. En el vector Entry, la
insercié del fragment dins el pDONR™207 es va comprovar mitjancant PCR (amb els
encebadors frw: "TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC’ i rev:
"GTGTCTCAAAATCTCTGATGTTAC®, complementaris al vector i fora de la zona de
recombinacio) i/o digestié del vector clonat amb enzims de restriccié que tallaven el vector i
insert i, posterior analisi dels fragments en gel d’agarosa 1%. Els clons Enfry validats es van
usar per generar el clon Expression usant el clon Destination adequat i la LR Clonasa™ 1T (Cat.
No. 11791-100) d’Invitrogen. Els vectors Expression van ser comprovats per PCR
convencional amb primers especifics del gen (Taula Suplementatia 8) i/o digestié enzimatica

de linsert i el vector. A més a més, es va comprovar I'orientacié de I'insert mitjangant
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sequenciacié amb el kit BigDye Terminator v3.1 d’Applied Biosystems (Cat. No. 4337455) de Life
technologies. En aquest punt es van obtenir els vectors d’expressié que contenien el vector
pGBG-NSC amb I'StRIK (6 StERF93) clonat. Aquest vector d’expressié 'anomenarem
StRIK-pGBG (6 StERFI3- pGBG).

Figura 55. Vectors d’expressio utilitzats en llevat. (A i C) Vector pGADT7-Rec utilitzat per a la creacié de
la llibreria de cDNA de pela de patata. Es mostra el domini GAL4 AD que codifica pel domini d’activacio
del factor de transcripcié GAL4, proteina que sera dirigida a nucli per la seqiiéncia codificada per
SV40 NLS. Els cDNAs problema seran inserits per recombinacié homologa dels llocs SMART IlI
Sequence i CDS Il Sequence. L’expressié de GAL4 AD fusionat a la proteina presa (cDNA de la
llibreria) estara dirigida pel promotor constitutiu del gen ADH1. Els gens reporter LEU2, els llocs de
recombinacio i el gen de la resisténcia a Ampicilina per bacteris també es mostra. El promotor T7
(PT7) permet la transcripcio i la traduccié de la proteina d’interés marcada amb HA (sense GAL4 AD i
sense SV40 NLS), només en el cas de que es volgués detectat per immunoprecipitacio; (B) Vector
d’expressié GATEWAY utilitzat per a la transformacioé en llevat, necessari per a la interaccié en llevat
que contindra les proteines esquer. Es mostra el domini GAL4 BD que codifica pel domini d’unié al
DNA del factor de transcripcid GAL4. Els DNAs problema seran inserits per recombinacio dels llocs
attR1 i attR2. El gen reporter TRP, els lloc de recombinacié i el gen de resisténcia a Kanamicina també
es mostren; (C) Vector d’expressio necessari per a la interaccio en llevat que contindra les proteines
presa. Es tracta del mateix vector que la figura A perdo amb la diferéncia que en aquest cas es va
modificar per ser GATEWAY afegint-li els llocs de recombinacié attR1 i attR2 (conté a dintre un gen
letal ccdB amb la seva resisténcia a cloramfenicol) de la mateixa manera que la figura B. El gens
reporter LEU2, els llocs de recombinaci6 i el gen de la resisténcia a Ampicilina per bacteris també es

mostren.
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6.1.3-Construccio6 de la llibreria de dos hibrids de cDNA de fellema de patata

6.1.3.1-Preparacio de cellules competents de llevat
La preparaci6 de les cél-lules competents de llevat es va dur a terme mitjancant el protocol A
de Yeastmaker TM Yeast Transformation System 2 (Cat. No 630439) de Clontech. Aquest sistema
permet generar d’una manera relativament rapida cel-lules competents per a la posterior
transformacié. Aquestes c¢l'lules poden guardar-se en gel fins al moment de Ia
transformacio, pero a mesura que passa el temps aniran perdent eficacia, pel que es recomana
fer-les servir al moment. Aquest procés es va realitzar per cada transformacié de les dues
soques amb les que es treballava: Y187 (Cat. No 360457) 1 Y2HGold (Cat. No 360498),
ambdues de Clontech. La soca Y187 (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, t1p1-901, len2-3, 112,
galt\, galSOA, met-, URA3:GALT - Gall pypa-LacZ, MELT) conté els marcadors auxotrofics
Trpl (trp1-901) (requerit per a la biosintesi del triptofan) i Leu2(len2-3) (requerit per a la
biosintesi de la leucina), com també els gens reporters MEL1 (codifica 'enzim o-galactosidasa
que hidrolitza el substrat X-a-Gal generant un producte cromogenic) i LacZ (codifica 'enzim
B-galactosidasa el qual també hidrolitza el substrat X-a-Gal). La soca Y187 es va utilitzar per
transformar el vector presa amb el domini activador (pGAD). La soca Y2HGold (MATu,
tp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galA, galSOA, LYS2: GALT\-Gally\-His3,
GALZ \-Gal2yy\-Ade2, URA3:MELT ; \-Mell ., AURL-C, MELT) conté els marcadors
auxotrofics Trpl (t1p1-901) 1 Leu? (len2-3), aixi com, els gens reporters MEL1, LacZ, Aba’
(confereix forta resisténcia a I’Aureobasidin A), HIS3 (requerida per la biosintesi de la
histidina) i ADE2 (requerida per la biosintesi de I'adenina), els quals estan sota el control del
promotor de GALA4, els quals s’activaran quan es produeixi interaccié entre les proteines

d’estudi.

6.1.3.2-Construccio de la llibreria de dos hibrids
La llibreria de cDNA de doble hibrid de fel'lema de patata correspon a tota la col‘leccid
possible de preses que poden interaccionar amb el nostre esquer. Aquests fragments es van
clonar a un vector que dona capacitat per sintetitzar leucina, generant proteines de fusié per
cadascun dels fragments de la llibreria amb el domini activador de Gal4. Per construir-la es
va seguir el protocol Make Your Own “Mate & PlateTM” Library System (Cat. No. 630490) 1
Yeastmaker TM Yeast Transformation System 2 (Cat. No 630439) de Clontech. En un vial de 15
mL es va mesclar 1.200 ul de cel'lules competents de la soca Y187, 2,5 pg del conjunt de
cDNAs de fel'lema, 12 ul de “Yeastmake Carrier DNA” i 12 ul del vector linealitzat

pGADT7-Rec (aquest vector permet la integracié dels fragments de cDNA generats
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anteriorment aprofitant el sistema de recombinacié homologa de llevat, de manera que ens
permet fer la lligacié 7z vivo) (Figura 55A). La llibreria es va sembrar en plaques que contenien
SD/-Leu i es va afegir Kanamicina (50 mg/ml) per tal d’evitar contaminacié bactetiana. Es
van deixar incubar a 30°C durant 4 dies. Un cop crescudes les colonies transformades es va
procedir a recuperar i glicerinar la llibreria utilitzant boletes de vidre 1 Freeging meédium, tal 1
com es detalla al protocol. Posteriorment es van fer aliquotes d’1 ml que es van guardar en
vials d’1,5 ml per a I'is a curt termini i la resta en vials de 50 ml per guardar durant un

periode llarg de temps. La llibreria es va emmagatzemar a -80°C.

6.1.3.3-Screening de la llibreria de dos hibrids

Per a I'screening de la llibreria es va usar el protocol MachmakerTM Gold Yeast Two-Hybrid System
(Cat. No. 630489) de Clontech, que permet identificar quines proteines codificades en la
llibreria de cDNA (presa) interaccionen amb la proteina d’estudi (esquer, StRIK). Primer de
tot, vam validar els controls negatiu i positiu. El control positiu conté el vector pGBKT7-53
(transformat en la soca Y2ZHGold) que conté la proteina p53 de ratoli fusionada al domini
d’unié a DNA de Gal4 i el vector pGADT7-T (transformat en la soca Y187) que conté
I'antigen T extret del virus SV40 fusionat al domini activador de Gal4 (Iwabuchi et al., 1993;
Li & Fields, 1993). Els resultats del mating amb aquests dos vectors seran c¢l-lules diploides
que contindran els dos plasmidis que poden activar els 4 gens reporters. El control negatiu
conté el vector pGBKT7-Lam, el qual codifica la proteina /amin fusionada al domini d’uni6 al
DNA de Gal4 i el vector pGADT7-T. Les cel-lules diploides contindran els dos vectors pero
només podran créixer en medi SD/-Leu/-Ttp, medi que ens permet veure si els llevats
contenen els dos vectors, ja que un pot sintetitzar triptofan (pGBKT?7) i laltre pot sintetitzar
leucina (pGADT7).

La NO autoactivaci6 i la NO toxicitat I’SZRIK (1 S7ERF93) es va comprovar usant els vectors
d’expressi6 pGBG-NSC clonats amb StRIK (o StERF93) els quals es van transformar en la
soca Y2HGold usant el Yeastmaker™ Yeast Transformation System 2 de Clontech i 100 ng de
DNA plasmidic. El producte de la transformacié es va sembrar en medi SD/-Trp per
comprovar el creixement normal i excloure la toxicitat de les proteines, i en medi SD/-
Trp/X-a-Gal o SD/-Ttp/X-a-Gal/A per comprovar 'autoactivacié de StRIK (6 StERF93)
la qual si es donés activaria els gens reporfer sense la necessitat d’interaccionar amb una
proteina presa.

Per Uscreening de la llibreria amb la proteina StRIK es va fer un cultiu en medi SD/-Ttp de la
soca Y2HGold transformada amb StRIK-pGBG o/7 el qual es va sedimentar per

centrifugacié a 1.000 x g durant 5 minuts. El sediment es va ressuspendre amb medi SD/-
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Trp fins obtenir >1-10" cél-lules/ml i 5 ml d’aquest cultiu es va combinar amb 5 ml de la
llibreria de cDNA generada anteriorment i 45 ml de medi 2x YPDA suplementat amb
Kanamicina (50 pg/ml). La batreja resultant es va sembrar en medi QDO (SD/-Ade/-His/-
Leu/-Ttp) durant 5 dies a 30°C. Els clons obtinguts es van comprovar mitjancant PCR
convencional amb encebadors especifics del vector pGADT7-Rec (Taula Suplementaria 8)
per identificar els possibles interactors de la llibreria. Posteriorment, dels clons amplificats es
van escollir 109 colonies (aquelles que contenien una millor amplificacid) 1 es van purificar
mitjancant ZR-96 DNA Sequencing Clean-up Kif™ (Cat. No. D4052) de Zymo Research i es
van enviar a seqienciar a un servei extern. Per identificar els interactors, cadascuna de les
sequiencies obtingudes es va anotar mitjangant un BlastN a la base de dades del genoma de
patata (Solanum tuberosum) (http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/pgsc_download.shtml) i
un BlastX a les base de dades de proteines d’Arabidopsis (http://www.arabidopsis.org).

Per tal de comprovar P'eficiencia del mating de la llibreria es van fer varies dilucions (1/10;
1/100; 1/1000 i 1/10000) en medi SD/-Leu (per determinar la viabilitat de la presa), en medi
SD/-Ttp (per determinar la viabilitat de I'esquer) i en medi SD/-Leu/-Ttp (per determinar la
viabilitat dels diploids) i es van fer recomptes utilitzant una cambra de Neubauer.
Seguidament es va poder calcular Ieficencia del mating mitjangant la segiient formula ((n®
cel/ml diploides)/(n® cél/ml limitant)) x 100, on el factor limitant sera el recompte més baix
que s’hagi obtingut en els calculs anteriors de la viabilitat de la presa o I'esquer. Una bona

eficiencia del mating ha d’estar entre 2-5%.

6.1.4-Localitzacid6 subcellular i coexpressi6 en fulla de tabac mediada per
Agrobacterium tumefaciens

Per identificar on es localitzaven cadascuna de les proteines candidates (StCisteina proteinasa
3, StERF135, 1 StRACKI1B), es va realitzar el clonatge dins el vector d’expressié vegetal
pK7WGEF2.0 (Figura 56A) mitjancant el sistema Gateway® (Karimi et al., 2002). Aquest
vector permetra la fusié d’una proteina green fluorescent protein (GFP) a 'extrem N-terminal de
la nostra proteina d’estudi, 'expressio de les quals sera conduida per un promotor fort. En el
cas de la proteina StRIK es va clonar dins el vector pK7WGR2.0 (Figura 56B) que contenia
una proteina red fluorescent protein (DSRED) a Textrem N-terminal de la nostra proteina

d’estudi. L’expressioé sera conduida per un promotor fort.
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Figura 56. Vectors d’expressio utilitzats per determinar la localitzacié subcellular. (A) Vector de desti
GATEWAY pK7WGF2.0 utilitzat per clonar-hi les sequéncies codificants dels gens StCisteina proteinasa
3, StRACK1B i StERF93. El vector presenta una proteina EGFP com a marcador. El T-DNA es troba
flanquejat pels llocs LB (left border) i RB (rigth border). Dins d’aquests es troben els llocs de
recombinacio, en blanc (attRs), que permetran el clonatge del gen d’interés, controlat pel promotor
CaMV35S. Es mostra també la resisténcia per la seleccié en bacteris (Sm/Sp) i la seleccié per plantes
(Kan); (B) En el cas de StRIK, es va utilitzar un vector GATEWAY que presentava una proteina RFP. Les

resisténcies i demés elements son iguals que en la figura A.

El DNA plasmidic dels clons obtinguts es va introduir en cel-lules d’Agrobacterium tumefaciens
(soca GV2260) quimicament competents. 1 ug de DNA plasmidic es va afegir a 500 ul de les
cel'lules, agitant suaument i es va incubar durant 5 min en gel. Seguidament es va incubar 5
min en N, liquid, i immediatament es va transferir a 37°C, on es va incubar durant 5 min
més. Es va afegir 1 ml de medi YEB a les cél'lules transformants 1 es va incubar en agitacié
durant 2 h a 28°C. Es van sembrar aliquotes de 300 1 50 pl en plaques de medi YEB amb
rifampicina (100 pg/ml), estreptomicina (300 pg/ml) i espectinomicina (100 pg/ml) els quals
es van incubar a 28°C durant 48 h.

El fet d’infectar plantes de tabac amb _Agrobacterinm tumefaciens suposa la incorporacié i
posterior expressié de gens ectopicament a la fulla de la planta de tabac. Per tal d’evitar que
la maquinaria de silenciament propia de la planta actui contra aquesta expressio, les nostres
construccions es transformen paral-lelament amb el plasmidi que conté el supressor de
silenciament P19 (Lakatos et al., 2004), el qual permet que les proteines s’expressin
correctament sense que siguin inhibides pels miRNA (sistema de silenciament de les plantes).
Aquest vector doncs, també es va transformar dins Agrobacterinm tumefaciens amb les mateixes
condicions que la proteina d’estudi, pero previ creixement en medi YEB suplementat amb

rifampicina (100 pg/ml) i kanamicina (50 pg/ml).
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Per a la transformacié de Nicotiana benthamiana es va picar una colonia d’Agrobacterinm
tumefaciens transformat i es va inocular en 15 ml de medi YEB amb rifampicina i 'antibiotic
de selecci6 pel plasmidi durant 24 hores a 28°C 1 en agitacié a 250 rpm. Es van créixer fins
ODy,, = 1 UA. Quan I'absorbancia superava 1 UA, es preparava un subcultiu a 0,3 UA el
qual es tornava a incubar. Es va centrifugar a 3.500 rpm durant 10 min i es va substituir el
sobrenedant per tampé d’induccié (10M MgCl,, 10M MES pH5,6, 200 uM d’acetosiringona
1M). Es van barrejar els diferents Agrobacterinms transformats de tal manera que per cada
construcci6 s’afegia el volum necessari per aconseguir una ODy, 5., = 0,5 UA. Es va deixar
incubar la barreja un minim de 2 hores a 28°C o a temperatura ambient. Finalment es va
agroinfiltrar per pressié amb xeringa d’1 ml sense agulla entre els nervis de la cara abaxial de
la tulla de Nicotiana benthamiana de 5 — 6 setmanes de vida crescudes en dia llarg o en regim de
12h/12h. Es va marcar la zona d’infiltracié (Figura 57). Entre agroinfiltracions, es important
rentar els guants amb etanol 70%. Les plantes agroinfiltrades es van incubar a ’hivernacle de

2 — 4 dies depenent de la proteina que es vol expressar i es va observar al microscopi.

Figura 57. Procés de transformacié de Nicotiana benthamiana mitjangant agroinfiltracions amb

xeringa sense agulla per la cara abaxial de la fulla.

6.1.4.1-Observacié de mostres al microscopi
Per a I'observacié de les mostres es va fer servir un microscopi confocal NIKON A1R+ dels
Serveis Tecnics de Recerca de la Universitat de Girona. La fluorescencia de la GFP va ser
observada a 500-530 nm en Pemissi6 1 465-485 nm per a 'excitacio; la fluorescencia de la
REP va ser observada a 610 nm en I'emisi6 i 587 nm per a I'excitacid; 'autofluorescéncia de
la clorofil'la va ser detectada a 575-640 nm en 'emissio i a 546-612 nm per a excitacié. Les
imatges obtingudes pels diferents canals van ser superposades per veure la localitzacié exacta

de les proteines d’estudi. El programa d’analisi va ser el NIS elements viewer i el Image].
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6.2-ldentificacio i caracteritzacio de gens candidats de la regulacio i el

transport dels monomers de suberina

6.2.1-Bases de dades i eines bioinformatiques
Per a les prediccions 7 sifico dels gens d’estudi s’han utilitzat les sequéncies codificants
disponibles a la base de dades del genoma de patata de 'especie Solanum phureja creada pel
Potato Genome Sequence Consortium
(http:/ /solanaceae.plantbiology.msu.edu/pgsc_download.shtml). Les  sequeéncies
d’Arabidopsis que s’han necessitat per aquest estudi han estat obtingudes de la base de dades
The Arabidopsis Information Resource (http:/ /www.arabidopsis.otg).
Seguidament es detallen les eines bioinformatiques que es van utilitzar:
- Alineament de seqiiencies:
*  Multalin:  http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html ~ (Cotpet
1988)
- Predicci6é d’elements reguladors en ¢is:
* DPlant Care : http://bioinformatics.pbs.ugent.be/webtools/plantcare/html/
(Lesot et al 2002)
- Predicci6 de localitzaci6 subcel-lular:
*  WolfPsort: http://wolfpsort.seq.cbre.jp/ (Horton et al 2007)
* ESLPred: http://www.imtech.res.in/raghava/eslpred/ (Bhasin and Raghava
2004)
- Identificaci6 i analisi de motius:
*  Motif finder: http://www.genome.jp/tools/motif/
- Predicci6 d’estructura:
* TMHMM Setver v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/
- Predicci6 de coexpressio:

*  Genemania: http://genemania.org/
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6.2.2-Construccié d’un filograma

Els arbres filogenctics que incloien els gens candidats es van construir usant els alineaments
de les seqiiencies aminoacidiques realitzades amb el ClustalW (EMBL-EBI). Per a la
confecci6 de l'arbre es va utilitzar el programa MEGAG (Tamura et al., 2013) usant el metode
de Neighbor-joining, un bootstrap de 1000, el model de substitucié JTT, una distribucié6 gamma
d’l per a les taxes de substitucio i el métode Pairwise Deletion per als espais. A més, també

es van realitzar els arbres amb el meétode UPGMA.
6.2.3-Determinacioé de I'abundancia relativa de transcrit per RT-PCR

6.2.3.1-Extracci6 d’'RNA, tractament DNasa i sintesi de cDNA

L’extracci6 d’RNA dels diferents teixits i organs (fulla i fulla ferida, tija, arrel, fel-lema i
parénquima) de patata (varietat Desireé) i1 tubercle ferit (varietat Monalisa) es va realitzar
usant el metode Z6 que es detalla previament a Papartat 6.1.1.1. Posteriorment Dextracte
d’RNA es va digerir amb DNasa usant el kit TURBO DNase Treatment and Removal Reagents
(Cat. No. 1907) el qual permet eliminar subseqiientment les DNases i els cations divalents de
la mostra, com ara el magnesi i el calci, que podrien afavorir la degradacié6 de 'RNA quan
s’escalfés la mostra. Es van tractar 10 pg d’RNA total en un volum de reaccié de 50 pl, i ala
reacci6 s’hi va afegir 1 pl d’inhibidor d’RNAsa (RNase OUT, Invitrogen, Cat. No. 10777-019)
15 mM de DTT per prevenir la degradacié de I'RNA. La qualitat de 'RNA es va analitzar
mitjancant un gel d’electroforesis ’RNA de formaldehid, tal i com es detalla a 'apartat
0.1.1.3, i la quantitat es va mesurar amb el Nanodrop.

La sintesi de cDNA monocadena es va realitzar amb encebadors aleatoris i el kit High
Capacity ¢(DNA Reverse Transcription amb inhibidor d’RNasa (Life technologies, Cat. No.
4374960). Es va fer servir 1 ug d’RNA.

6.2.3.2-PCR a temps real

La PCR a temps real es va realitzar en plaques optiques de 96 pous usant el termociclador
ABI PRISM 7300 Seguence Detector System: (Applied Biosystems). El disseny d’encebadors es va
realitzar amb el programa Primer 3 (Koressaar & Remm, 2007) i es va comprovar que
complien els parametres de qualitat d” AG (Taula 23) amb el Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems).

La detecci6 dels amplicons obtinguts es va realitzar mitjancant SYBR Green que s’intercala en
el DNA de doble cadena (Life technologies Cat. No 4367659), motiu pel qual posteriorment
a 'amplificacié es va realitzar una corba de desnaturalitzacié per verificar la presencia d’'un

sol pic que correspondria a un sol amplicé.
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Taula 23. Parametres de qualitat dels primers usats per la PCR a temps real

AG<-34 kcal mol?

A 3’ AG=-2 Kcal molt

Hairpin
Intern AG> -3 Kcal mol-!
Estructures ) A 3" AG= -5 Kcal mol
N Dimers propis
secundaries Intern AG=> -6 Kcal mol?

A 3’ AG= -5 Kcal mol

Intern AG=> -6 Kcal mol?

Dimers creuats

Estabilitat a I’extrem 3’ AG>-10 Kcal mol1

Les reaccions de 20 ul contenien la barreja de reactius del Power SYBR-Green a una
concentraci6 final 1X, 300 nM de cada primeri 5 pl de la dilucié convenient del DNA motlle
(entre 1/2511/200). El programa de temperatures per a 'amplificacié de la PCR va ser d’1 x
(10 min 95°C) 1 40 x (15 s 95°C, 1 min 60°C), i la corba de desnaturalitzaci6é de 15 s 95°C, 30
s 60°C, 15 s 95°C. Es van utilitzar un minim de tres repliques tecniques per cada cDNA
assajat corresponent a una replica biologica. Les dades van ser analitzades amb el software
7300 SDS 1.3.1 (Applied Biosystems). Totes les grafiques d’amplificacié es van analitzar amb
un llindar d’Rn de 0,2 per obtenir el valor de Ct (#hreshold ¢ycle). A partir de dilucions seriades
d’1/5 del ¢cDNA, que anaven d’1/1 a 1/3.125, es va obtenir una recta d’amplificacié del
log2Ct on R? havia de ser superior a 9,8 i es va calcular Peficiéncia d’amplificacié (E) per cada

parella d’encebadors usant el pendent de la recta patré (E=10"/P

) on E prenia valors
entre 1,9 1 2,05 per considerar-se la parella d’encebadors valids (Nolan et al., 2000).
L’abundancia relativa de transcrit (RTA) per cada parella d’encebadors es va calcular
mitjangant la férmula de Pfaffl ( 2001):

RTA = EACt(controkexperiment),, .../ [FACt(control-experiment) oo o o
on Zarget correspon al gen problema 1 reference correspon al gen de referéncia utilitzat (Uadenine
phosphoribosyl transferase, aprt). Control (calibrador o RT+) correspon al cDNA de refereéncia al
qual se li relativitzaran les dades obtingudes amb els cDNAs problemes. Com a mostres
control per a I'analisi de teixits no cicatricials es va utilitzar una barreja equivalent de cDNAs
dels diferents teixits, per al de teixit cicatricial de tubercle una barreja de cDNAs de les
repliques a 144 hores després de la ferida i per al de fulla ferida una barreja de cDNAs de les
repliques de fulles a 72 hores d’haver estat ferides. Per cada parella d’encebadors es van

realitzar dos controls negatius d’amplificacié: analitzant un cDNA que havia estat sintetitzat

sense retrotranscriptasa (RT-) que permetia detectar la contaminacié de DNA genomic en
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IRNA inicial, i analitzant una mostra d’aigua (non template control o NTC) per detectar la

contaminacié ambiental. Els primers utilitzats es troben a la Taula Suplementaria 8.
6.2.4-Determinaci6 de la localitzaci6 subcellular

6.2.4.1-Amplificacié dels gens candidats amb els extrems attBs
Inicialment es van amplificar les seqiiencies codificants completes (+UTR en alguns casos)
dels  gens  obtinguda de la  base de dades del  Potato  genome
(http:/ /solanaceae.plantbiology.msu.edu), flanquejats amb les sequencies de recombinacié
attB1 1 attB2 usant els encebadors de la Taula Suplementaria 8 i la DNA polimerasa
PrimeStar® HS (Cat. No RO10W) (Takara Biotechnology, Dalian). El motlle usat corresponia
a DNA genomic de fulla de patata varietat Desireé (no contenien introns) excepte per la
LTPL3 1 ABCGT que es van amplificar a partir de cDNA de fel-lema de patata. El producte
de PCR resultant va ser analitzat en un gel d’agarosa 1% i posteriorment purificat mitjangant
MinElute Gel Extraction Kit (Cat. No. 28604) de Qiagen. Seguidament es va procedir a la seva
quantificacié per NanoDrop. Els primers es van dissenyar d’igual manera que en Iapartat

5.1.2.1.

6.2.4.1-Clonaci6 dels gens candidats i transformacié transitoria en Nicotiana

benthamiana
Els clonatges d’aquests gens han seguit el sistema Gateway®, d’igual manera que es desctiu a
Papartat 5.1.2. Es van clonar els productes de PCR purificats en el vector donador
pDONR™207 i es van fer saltar en el vector de desti pK7WGF2.0 (Figura 55A). Es va
comprovar el clonatge mitjancant seqiienciacié amb el kit BigDye Terminator v3.1 d’Applied
Biosystems  (Cat. No. 4337455) de Life Technologies i posteriorment es va transformar
Agrobacterium tumefaciens (soca GV2260), el qual es va usar per agroinfiltrar fulla de tabac
(Nicotiana benthamiana), tal 1 com es descriu en Iapartat 6.1.4. Passats 3-4 dies es van observar
les cares abaxials de les fulles sota microscopi confocal. En aquest cas pero la proteina
PIP2A (continguda dins els plasmidi CD3-1001 i la qual conté una proteina flurescent ciano
(CFP) (Nelson et al., 2007)) s’utilitzava com a marcador de proteina de membrana, motiu pel
qual es va agroinfiltrar amb cadascuna de les proteines, al igual que linhibidor de
silenciament P19 descrit anteriorment (Lakatos et al.,, 2004). L’observacié al microscopi
confocal d’aquesta proteina ciano es va fer utilitzant el filtre Alex Fluor que excita a 488nm 1

permet 'emissié a partir dels 500 nm.
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6.3-Genética funcional de la suberina en arrels de patata

6.3.1-Generaci6 de vectors binaris necessaris per al silenciament genic

Per silenciar els diferents gens en patata (CYP86.433, StLLTP1.3, StERF93 1 StABCG20), es
va utilitzar el vector de desti pK7GWIWG2-(II) Red-Root (http://gateway.psb.ugent.be).
Aquest vector permet inserir dues vegades, en sentit oposat, el fragment del cDNA d’interes,
sota control d’un promotor fort (35S) que donara lloc a una molécula I’RNA amb capacitat
de plegar-se sobre ella mateixa i formar un hazrpin, el qual desencadenara el silenciament del
gen endogen corresponent per RNA d’interferencia. A més aquest plasmidi conté la DsRED
(Discosoma sp. red fluorescent protein), la qual permetra seleccionar per fluorescencia vermella les
arrels transformades de les que no ho estan. També presenta marcadors de resisténcia a
antibiotics, que serveixen per la seleccié de transformants en bacteris (Espectinomicina i

Estreptomincina) i per la seleccié en planta (Kanamicina) (Figura 58).

Figura 58. Esquema del vector de desti pK7GWIWG-II Red-Root el qual permet expressar la proteina
DsRed com a marcador de transformacid en arrels ja que la seva expressio esta conduida pel
promotor constitutiu en arrel del gen Ubiquitina 10 d’Arabidopsis (AtUbql10). EI T-DNA es troba
flanquejat pels llocs LB (left border) i RB (rigth border). Dins d’aquests es troben els llocs de
recombinacid, en blau (attRs), que permetran el clonatge del fragment RNAi del gen d’interés via
GATEWAY, controlat pel promotor CamV35S; en verd, la DsSRED, controlada pel promotor de la
AtUbq10; i en rosa la Kanamicina. Fora el T-DNA trobem en rosa, el gen de la resisténcia en bacteris

(Estreptomicina i Espectinomicina).
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Per a obtenir el vector de silenciament de CYP§6.A433 (CYP86.A33-RNAI) es va realitzar una
PCR que permetia incorporar als extrems de 'amplicé els llocs de recombinaci6 attB1 i attB2
del Sistema Gateway (veure apartat 5.1.2). Per a I'amplificacié es va utilitzar la DNA
polimerasa PrimeSTAR HS (Takara), encebadors complementaris al fragment del CYP86.433
que als extrems 5’ tenen llocs de recombinaci6 del sistema Gateway (attB1 1 attB2, Taula
Suplementaria 8) i el vector pBluescript amb el CYP8§6.433-RNAi (Serra et al., 2009) com a
DNA motlle. La temperatura d’anellament es va ajustar a 56°C i el temps d’extensié a 30
segons. Finalment es va purificar la banda obtinguda amb el kit QLAguick Gel Extraction Kit
(Qiagen). Seguidament la reacci6 BP (tota la nit a 25°C) va permetre incorporar el
CYP88A33-RNAi dins el pDONR™207 (Figura 52B-apartat 5.1.2). Aquest plasmidi
recombinant es va introduir en cél-lules competents de la soca DH5a d’E. co/i. Per verificar el
clonatge, es va purificar el plasmidi de diferents colonies amb el kit Gene] ET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific) i es va seqiienciar usant els encebadors complementaris a la zona del
pDONR™207 que flanquegen linsert (M13 frw i M13 rev, Taula Suplementaria 8). Per
aconseguir el vector d’expressi6 del hairpin, es va incubar el CYP86.433-RNAi-pDONR™207
1 el vector de desti pK7GWIWG2-(II) Red-Root amb la clonasa LR a 25°C tota la nit, i
novament es van transformar en la soca DH5a d’E.co/i. La correcta orientacié dels inserts en
el vector es va comprovar mitjangant digestié enzimatica que tallava l'insert i el vector.

Pel que fa als gens SATP1.3, SIERF93 1 StABCG20, 1a incorporacié en el vector d’entrada
del sistema Gateway es va dur a terme com el CYP86.433, si bé pero el DNA motlle per
LTP1.3 i PABCG20 va ser cDNA de fel'lema de patata. Previ a la reaccié LR d’S7ZTP7.3-
RNAI i 'S#ERF93-RNA], per tal de facilitar el clonatge es van incubar els DNAs i el tampé
TE (10 mM Tris-HCl; 1 Mm EDTA; pH 8) 5 minuts a 65°C i, seguidament, es van refredar
en gel abans d’afegir la clonasa LR. En el cas del S£4BCG20-RNA], el clonatge es va
comprovar mitjancant seqiienciacié amb encebadors complementaris a lintré del vector

pK7GWIWG2-(II) Red-Root que flanquejaven I'insert (Taula Suplementaria 8).
6.3.2-Transformacié d’arrels de patatera mitjangant Agrobacterium rhizogenes

6.3.2.1-Transformacié usant Agrobacterium rhizogenes
Per a la transformaci6é d’Agrobacterium rhizogenes, la qual segueix el mateix protocol que A.
tumefaciens (veure apartat 0.1.4), es van utilitzar cellules competents de la soca
C58C1:pRI1583 1 els vectors recombinants que contenen CYP§6.433-RNA1, L'TP7.3-RNAI,
ERF93-RNAi1 i ABCG20-RNAi. El vector pK7GWIWG2-(II) Red-Root buit es va

transformar per aconseguir arrels peludes control. Per altra banda també es va transformar el
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vector recombinant que contenia ProFHT:GUS-GFP (Boher et al, 2013) per assajar
Iactivitat del promotor del gen FHT (veure apartat 6.3.4). Per transformar arrels de patatera
es va utilitzar el protocol descrit per Horn et al., (2014) amb modificacions. Préviament a la
transformacio, les plantes de patata varietat Desiré es van créixer zz vitro durant 3-4 setmanes
en medi 2MS o 1MS que correspon a medi MS (Murashige and Skoog de Ducheta) suplementat
amb sucrosa al 2% o a I'1% respectivament, en régim de 12 hores de llum (67 pmol m™? sec™)
112 hores de foscor a 24°C. El cultiu d’A. rhigogenes es va preparar inoculant una colonia en 5
ml de medi YEB amb l'antibiotic necessari per a la seleccié del plasmidi el qual es va fer
créixer durant la nit a 28°C i en agitacid. Es van sedimentar 2 ml del cultiu centrifugant a
3.000 rpm, es va substituir el sobrenadant per 1 ml de medi YEB i es van punxar amb una
agulla quirargica 5 ul en els entrenusos de plantes de 3-4 setmanes. Cada planta es va punxar
3-4 vegades, on cada punxada es podria considerar com un esdeveniment de transformaciod
independent. Una vegada punxades les plantes es van transferir en plaques de cultiu amb
medi SP (MS sense sucre) suplementat amb acetosiringona 0,1 M en posicié vertical
respectant el creixement natural de les arrels com a resultat del gravitropisme amb un
fotoperiode de 12 hores de llum (67 umol m™ sec’) a 22°C i 12 hores de foscor a 20°C.
Passades 2 setmanes es van tallar les arrels natives 1 es van canviar les plantes a una placa

nova amb medi SP suplementat amb claforan (500 mg/L) per eliminar I’4. rhizogenes.

6.3.2.2-Cultiu d’arrels transformades (Hairy roots)

Quan les arrels transformades van adquirir un minim de 2 cm de longitud es van tallar 1 es
van fer créixer en medi Gamborg B5 solid (Duchefa; Cat. No G0209) suplementat un 2% de
sucrosa i claforan (500mg/L). Aquest és un medi ric en vitamines perd exempt d’hormones,
per aquest motiu, és un medi selectiu ates que unicament creixeran les hazry roots pero no les
arrels natives. Les plaques es van créixer en foscor a 20°C. Es imprescindible mantenir unes
condicions de foscor perque les arrels es trobin a les condicions més naturals possibles 1
evitar la formacié de plastidis fotosintetics, fet que interferiria en I'analisi de fluorescencia.
Les arrels, per duplicat, es van anar mantenint en aquest medi solid, essent repicades cada 4-6
setmanes en medi nou. Les arrels transformades llargues amb arrels secundaries eren les que
presentaven un major creixement.

Per a Pobtencié de biomassa d’arrels transformades, cada linia es va propagar per triplicat en
cultiu Gamborg B5 liquid suplementat amb 2% suctrosa i claforan (500mg/L) segons el
protocol descrit per Quandt et al.,, (1993) amb modificacions. Es van utilitzar matrassos
Erlenmeyer de 150 ml amb 20 ml de medi liquid per deixar créixer el cultiu durant 6

setmanes en foscor a 20°C i a 60 rpm per evitar la falta d’oxigen. Per a Pextraccié d’RNA, les
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arrels es van congelar en tubs de 2 ml roscats 1 es van guardar a -80°C. Per a I'analisi de la

suberina, les arrels es van tractar enzimaticament amb pectinasa 1 cellulasa.
6.3.3-Analisi de I'’expressié génica per PCR quantitativa

6.3.3.1-Extraccio d’'RNA i digestié DNasa
Per a Pextraccié d’RNA d’arrels es va seguir el protocol de Plasencia et al., (2015) amb petites
modificacions. Primer, es va afegir 2% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1 2% de 8-
mercaptoetanol en el tamp6 d’extraccié 1 (2% CTAB, 100 mM Tris-HCL pH 8, 25 mM
EDTA pH 8 1 2 M NaCl) el qual es va escalfar a 65°C, 1 900 ul d’aquest 1 una boleta de
ceramica d’1/4 polzades (MP Biomedical, Santa Ana, USA) es van afegir dins el tubet roscat
de 2 ml el qual contenia la mostra de teixit radicular congelada. Immediatament es van
moldre les mostres utilitzant el FastPrep (MP Biomedical) a 4 m/s durant 20 segons i es va
repetir la molta 4 vegades. Es van incubar els tubs a 65°C durant 15 min (sacsejant
manualment cada 5 minuts). Es van afegir 900 pl de cloroform:isoamilalcohol (ChL:IAA)
24:1, es va barrejar amb el vortex durant 20 segons i centrifugar a 16.000 g durant 10 min. La
fase aquosa es va transferir a un nou tub de 2 ml i es va repetir el pas anterior. A la nova fase
aquosa se li va afegir 1 ml de tampé d’extraccié II (fenol saturat amb 0,1 M de tampo citrat
pH 4,3 que conté dodecil sulfat de sodi (SDS), 0,1% acetat de Na 0,32 M i EDTA 0,01 M) i
es va barrejar durant 20 segons. Es van afegir 200 pl de cloroform, barrejar amb el vortex
durant 20 segons i mantenir 10 minuts a TA. Es va centrifugar a 12.000 g a 4°C durant 10
minuts i es va recuperar la fase aquosa en un tub nou de 1,5 ml a la que se li va afegir 0,6 V
d’isopropanol, barrejar 3 segons i mantenir 10 minuts a TA. Seguidament, es va centrifugar a
16.000 g durant 30 minuts a 4°C, es va descartar el sobrenedant, rentar de sals el sediment
d’RNA amb 500 ul d’etanol 70%, centrifugar a 16.000 g durant 10 minuts i eliminar etanol.
Per dltim, es va dissoldre el sediment en 20 ul d’aigua tractada amb dietil-pirocarbonat
(DEPC), es va mesurar la concentracié al NanoDrop™ i congelar 'RNA a -80°C. La digesti6
de DNAsa de les mostres ’RNA s’ha realitzat mitjancant el kit de la DNAsa TURBO:
DNase Treatment and Removal Reagents seguint el protocol explicat anteriorment (veure apartat
0.2.3.1). La qualitat de 'RNA es va comprovar mitjancant un gel desnaturalitzant de

formaldehid-formamida (veure apartat 6.1.1.3).

6.3.3.2-Obtenci6 de cDNA i analisi del silenciament mitjangant RT-qgPCR
El cDNA es va sintetitzar amb el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription amb inhibidor
d’RNasa (veure apartat 6.2.3.2) i es va realitzar RT-qPCR mitjancant LightCycler® 96 Roche.

Les reaccions de 10 ul contenien la barreja de reactius del Power SYBR-Green a una
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concentracié final 1X, 300 nM de cada encebador i 2,5 ul de la dilucié 1/5 del DNA motlle.
El programa de temperatures per a 'amplificacié de la PCR va ser d’1 x (10 min 95°C) 1 40 x
(10 s 95°C, 1 min 60°C), ila corba de desnaturalitzacié de 15 s 95°C, 30 s 60°C, 15 s 95°C. Es
van utilitzar un minim de tres répliques técniques per cada cDNA assajat corresponent a una
replica biologica. Les dades van ser analitzades amb el software LightCycler® 96 SW 1.1

(Roche) de la mateixa manera que en I'apartat 6.2.3.1.

6.3.4-Assaig del gen reporter GUS

L’assaig GUS permet localitzar activitat del gen 3-glucuronidasa en les cél-lules gracies a la
formaci6é d’un precipitat blau. El protocol va consistir en fixar el teixit radicular amb acetona
freda al 90% (v/v) i incubar en gel durant 20 minuts. Es van realitzar dos rentats en aigua
destil'lada i es va afegir la solucié de revelat de GUS (1 mM X-GlcA (Duchefa) d’un stock de
Img / 100 pl de metanol, 50 mM tamp6 fosfat sodic 2X pH 7, 1 mM potassium ferricyanide, 10
mM EDTA i 0,05% (v/v) Trit6 X-100). Es va deixar el teixit radicular en aquesta solucié
durant 20 minuts al buit (-70 Pa) i es va incubar a 37°C durant 4 hores, ambdds passos en
foscor degut a la fotosensibilitat de I’X-Gluc. Es van fer dos rentats amb etanol 70% (v/v) i
es va conservar la mostra amb aquest solvent a 4°C fins a I'observacié en microscopi de

camp clar.

6.3.5-Analisi de suberina i ceres

Per evitar contaminaci6, abans de fer servir el material de vidre es va condicionar amb
cloroform durant 1 h i la resta del material es va netejar amb cloroform. Els taps i tubs de
vidre utilitzats es van rentar amb aigua destil'lada amb un 2% de DECONY0 entre 21 16 h,
es van esbandir amb aigua destil-lada, sonicar durant 15 min, fer dos rentats amb aigua

destil-lada i deixar assecat.

6.3.5.1-Digestié enzimatica de les arrels
Les arrels es van digerir durant 4 dies a 60 rpm amb una solucié que contenia 10? M d’acid
citric pH 3, 2% de cel'lulasa (Sigma; Cat. No C1184), 2% de pectinasa (Sigma; Cat. No
P2611) 1 1 mM d’azida sodica per prevenir el creixement fingic o bacteria. Es va retirar la
solucié enzimatica, es va afegir acid boric 2 10°M pH 9 fins cobrir i es va incubar 1 dia a 60
rpm. Es va retirar la solucié i es va fer un rentat amb H,O MilliQQ esteril durant 24 hores a 50
rpm. Les mostres es van assecar al forn a 60°C durant 24 h o fins estar seques i es va pesar la

biomassa.
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6.3.5.2-Compostos de ceres solubles en solvents organics
Entre 0,2 1 5 mg de teixit sec es van traspassar a un vial de vidre de 4 ml per a ser utilitzat
com a material de partida. Per extreure els lipids solubles de les arrels es va afegir un volum
de cloroform:metanol (1:1) i es va deixar o/n mesclant-se en un ro/ler. Es va eliminar la
soluci6 i es van fer dos rentats de la mostra amb cloroform. Es va deixar assecar la mostra
durant dos dies en un dessecador que contenia gel de silice i es va procedir a la

transesterificacié de la suberina.

6.3.5.3-Extracci6 dels monomers de suberina -transesterificacio
Per a la despolimeritzacié del poliester de suberina es va cobrir el teixit sec amb 10% de
trifluorur de bor (BF;) en metanol (Fluka; Cat. No 15716) i es va incubar O/N a 70°C (18
hores). Els vials es van obrir acuradament als 5 i als 30 min per evitar un excés de pressi6
dins el vial pels gasos formats. El recipient que contenia el reactiu de BF; en metanol es va
tancar sota flux de nitrogen gas per evitar 'oxidacié i sempre es va utilitzar reactiu que no
tingués més de 3 setmanes des de 'obertura de 'ampolla per evitar la produccié d’artefactes
(Kolattukudy & Agrawal, 1974; Zeier & Schreiber, 1999). Una vegada despolimeritzada la
suberina, es va afegir 50 pl de 'estandard C32 alca (10 mg/50 ml) i es va transferir la solucié
a un nou vial de vidre roscat de 8 ml que contenia 2 ml NaHCO,. Es va rentar el residu solid
d’arrels dues vegades amb cloroform 1 es va afegir al vial amb NaHCO,. Aquest es va
vortejar 1 deixar reposar per a que es generessin dues fases. La fase inferior organica (conté
els lipids i derivats) es va transferir a un vial de vidre roscat de 8 ml. Es va afegir 1 ml d’aigua,
es va vortejar, deixar reposar per generar les dues fases i es va eliminar la fase superior
aquosa amb una Pasteanr de vidre. Es va repetir aquest ultim pas un cop més. Seguidament, es
va afegir Na,SO, en pols a la fraccié organica fins deshidratar la mostra, moment en que ja
no es formen agregats. El solvent es va transferir a un nou vial de 2 ml, es va assecar
completament sota N, gas i es va afegir 50 ul de cloroform. Les mostres resuspeses en

cloroform es poden guardar a 4°C fins a 4 dies.

6.3.5.4-Derivatitzacio amb BSTFA (N-O-bis-(trimethylsilvyl)-trifluoroacetamide)
Els components obtinguts de la suberina es van derivatitzar amb BSTFA per obtenir derivats
de trimetilsilil (TMS) perque aquests poden ser volatilitzats i detectats de manera més eficag
en el cromatograf de gasos. Les mostres es van derivatitzar just abans de ser punxades al
cromatograf. Als extractes de suberina secs s’hi va afegir 20 pl de piridina (GC-grade; Merk) 1
20 wl de BSTFA (agent derivatitzant) (Sigma; Cat. No 3-3027) i es van incubar durant 40

minuts a 70°C. Es va obrir i tancar el tub sota campana als 5 minuts per deixar sortir el gas
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format. Passat aquest temps es van temperar els vials 5 minuts a temperatura ambient i es

van afegir 50 ul de cloroform, i es van transferir als vials per a cromatografs de gasos (GC).

6.3.5.5-Analisi cromatografic
Els analisis per GC es van dur a terme usant un equip GC-2010 Plus amb un detector de
ionitzacié de flama (FID) i un mostrejador AOC-20i (Shimadzu). La columna capil-lar usada
va ser DB1 o TRB-1h" (30 metres de llargada, 0,25 mm de diametre intern, 0,1 um de gruix
de polimer; Teknokroma) i es va usar heli com a gas portador a un flux d’1 ml min". Es va
utilitzar un injector Split/ splitless en la modalitat splitless (temps splitless 1 minut) amb una
temperatura de I'injector de 280°C. La temperatura del programa del forn per a la correcta
separaci6 dels diferents compostos es va establir a una temperatura inicial de 100°C,
incrementant-la 20°C min™ fins a 220°C, després 2°C min" fins a 310°C i finalment una
temperatura constant de 310°C durant 10 minuts. Les dades generades es van processar usant
el programa GC Solution Ver.2.41 (Shimadzu). Els monomers de la suberina es van detectar
com a derivats de TMS segons el temps de retencié i previa identificacié amb un GC-
Espectrometre de Masses (MS) (Verdaguer et al., 2016). La quantitat de cada monomer es va
calcular dividint P'area del pic integrat per 'area del pic integrat corresponent a I'estandard
intern C32 alca i multiplicat per la quantitat d’aquest estandard afegit a la mostra inicial.

Aquestes dades es van relativitzar a la quantitat d’arrel seca inicial.

6.3.5.6-Analisi estadistic
Per a lestadistica comparativa dels resultats es va utilitzar en tots els casos analisi estadistics
no parametrics, ja que cap de les dades complia amb els suposits de normalitat ni
homogeneitat de variancies. Es va realitzar el test de Kruskall-Wallis per a la comparativa de
diferents quantitats d’arrels i la comparativa d’arrels peludes vs. arrels convencionals. En cas
de significaci6 en alguna comparativa, es va identificar la mostra diferencial utilitzant el test
estadistic de U-Mann Withney. El nivell de significacié usat va ser de =0,05. L’analisi

estadistic s’ha realitzat mitjancant el programa estadistic IBM SPSS Stadistics 23.
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6.4-Analisi transcripcional del creixement estacional del suro

6.4.1-Recollida de mostres, extraccié d’'RNA

Les mostres de fel'lema van ser obtingudes tal i com es va descriure a Soler et al., (2008). Les
mostres de fel'lema es van obtenir d’un bosc tipic de sureres (Quercus suber) de Romanya de la
Selva (Girona, Espanya) recollides durant ’'época de creixement de any 2005 (26 d’abril, 17
de juny i 19 de juliol). Per cada mes es van analitzar quatre arbres diferents (répliques
biologiques), excepte el mes juny que se’n van analitzar tres. Es va retirar el suro o escorga
externa 1 es va recollir la fracci6 de fel-lema viu des del fel-logen. Les mostres es van congelar
seguidament en nitrogen liquid i es van guardar a -80°C. L’extraccié es va fer seguint el
protocol descrit per (Chang et al., 1993), tal 1 com es descriu a Iarticle de Soler et al., (2008).
Els extractes d’RNA van ser netejats amb RNeasy MinEiute Cleanup (Qiagen) i el DNA
genomic va ser extret mitjangant digestié en columna amb DNase I (Qiagen). La qualitat i la
puresa van ser analitzades mitjangant una electroforesis amb gel d’agarosa desnaturalitzant de
formamida-formaldehid i un espectrofotometre Nanodrop™. Préviament a la seqiienciacié
massiva de les mostres es va comprovar que PRNA tenia qualitat suficient mitjangant el

Bioanalyzer. Totes les mostres tenien RINs superiors a 8.

6.4.2-Bioinformatica

Les mostres d’RNA de suro van ser seqiienciades mitjancant Illumina’s HiSeq2500 amb
paired-end reads de 125 pb de longitud al servei de genomica del Centre de Regulacié
Genomica (CRG, Barcelona). En total es van seqiienciar 11 mostres: 3 repliques per al mes
de juny i 4 repliques per als mesos d’abril i juliol. La qualitat de les lectures es va avaluar
mitjangant el programa FastQC
(http:/ /www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) i els adaptadors van ser
eliminats utilitzant el programa Skewer (Jiang et al., 2014). Un cop eliminats els adaptadors es
va tornar a avaluar la qualitat de les lectures. Per eliminar las seqiiencies d’espécies
contaminants es va utilitzar el programari Kraken (Wood & Salzberg, 2014), molt utilitzat en
metagenomica, que conté bases de dades de genomes coneguts de bacteris i virus. Un cop les
sequencies eren netes, es va procedir a I'assemblatge del transcriptoma de novo utilitzant el
programa Trinity Assembler (Grabherr et al., 2011). La qualitat dels contigs va ser avaluada per
Abyss-FAC (Simpson et al., 2009) i Trinity QC tools (Grabherr et al., 2011). Un cop
assemblats, es va tornar a utilitzar el programa Kraken (Wood & Salzberg, 2014) per eliminar
els contigs contaminats. L’anotacié es va dur a terme mitjancant ORFs (Open reading frames)

de proteines de 100 aa predites pel programa Transdecoder (Trinity tools). Aquests ORFs predits
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es van anotar mitjancant la base de dades UniProt 1 realitzant un blastP
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A més, aquests contigs també es van anotar amb la
base de dades del TAIR10 (Arabidopsis), amb una llibreria de 454 de suro (Boher, 2016). Per
tal de tenir informacié de les categories funcionals es va utilitzar la base de dades del Gene
Ontology 1 pels gens  diferencials mitjangant el  programa  Merator oo/
(http://mapman.gabipd.otg/web/guest/mercator) es van obtenir les categories funcionals
(“bins”) 1 després analitzar amb el programa MapMan (Thimm et al., 2004; Usadel et al.,
2009). Per poder determinar ’'abundancia dels transcrits es van mapejar les seqiiencies contra
el transcriptoma de novo i de referéncia obtingut utilitzant el programa bowtie2 mapper
(Langmead & Salzberg, 2012). Per estimar I’abundancia de cada transcrit en cada mostra en
FPKMs es va utilitzar el programa eXpress (Roberts et al,, 2013). L’analisi d’expressio
diferencial de transcrits entre mostres es va realitzar amb el paquet estadistic R DESeq2
(Love et al., 2014). Només aquells transcrits que tenien un fo/d change per sobre 2 o per sota
de - 2 i estaven per sota d'un FDR (False Discovery Rate) determinat van ser retinguts. Es van

utilitzar dos eut gffs diferents per FDR: un per sota de 0,05 i un altre per sota de 0,01.

6.4.3-Agrupament de les mostres

Es va realitzar un agrupament jerarquic de les mostres diferencialment expressades amb un
FDR<0.05 mitjangant el programa MEV (Howe et al., 2010). Les dades utilitzades eren en
FPKMs. Per altra banda, per cada contig diferencial es va realitzar la mitjana d’expressié de
cada mes i es van generar 5 agrupacions o clisters de contigs mitjangant el métode K-means

(k=5) amb l’estadistic de Pearson.

6.4.4-Enriquiment de GOs

Es va realitzar per a cadascu dels 5 clasters un enriquiment de GOs. A partir de totes les
sequencies representades en els clusters es va generar un BlastX contra la base de dades de
proteines no redundant del NCBI amb els parametres per defecte, amb un e-va/ue de 0,001 1
un maxim de 25 hits per seqiéncia. 4.082 entrades van obtenir al menys una entrada exitosa.
A cada resultat del Blast es va assignar un GO mitjancant API Neod/-biorelation per obtenir el
maxim de GOs possibles, obtenint una assignacié de 3.503 entrades amb un GO assignat.
Les assignacions de GO es van agrupar en un unic arxiu d’anotacié compatible amb
Blast2GO el qual conté totes les seqtiencies identificadores dels diferents clusters i es va usar
el GOStats per identificar les categories que estan enriquides a cada claster (Falcon &

Gentleman, 2007) amb un p-value de 0,05. Posteriorment, els GOs de cada agrupacié (cluster)
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de gens es van introduir dins el programa ReviGO per condensar-los i quedar-nos amb els

GOs mare.

6.4.5-Validacié de 'RNAseq

Per a la validacié de 'RNAseq es van utilitzar les dades de RT-qPCR generades en treballs
previs usant les mateixes mostres (Soler et al., 2008; Boher, 2016). Els 29 gens que es van
estudiar s6n representatius de diferents categories funcionals. Per a la comparativa de les
dades de RT-qPCR amb les dades d’'RNAseq, per cada contig es va calcular la mitjana de
I'abundancia de transcrit de 'RNAseq per cada mes i posteriorment un ILog,Ratio per
cadascuna de les comparatives d’entre mesos (juny/abril; juliol/abril; juny/juliol). Per
determinar la correlacid entre analisis es va realitzar un analisi de correlacié de Pearson
comparant els Log,Ratio calculats a partir dels FPKMs de RNAseq vs. els obtinguts les dades
d’abundancia relativa de transcrit de RT-qPCR.

6.4.6-Realitzaci6 dels heatmaps

Per a la realitzacié dels heatmaps utilitzats per representar les dades d’RNAseq dels gens
implicats en la biosintesi, export i polimeritzacié de la suberina es va utilitzar el programa
XPANDER (Ulitsky et al., 2010) que ens va permetre transformar les dades de FPKMs a
log2, significanca de 0 i una variancia de 1. Aquesta transformacié permet la normalitzacié en
quan a abundancia d’expressio ja que té en compte I'increment exponencial de Pexpressio al
llarg de T'estacid, el que permet comparar contigs amb una tendencia d’expressié semblant
encara que corresponguin a contigs d’alta 1 baixa expressié. De tota manera, per tal de
conservar la informacié referent a contigs d’alta 1 baixa expressio, la suma d’expressi6 al llarg

de Iestaci6 s’ha representat també en els grafics.
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6.5- Altres protocols relacionats amb el tractament de bacteris

6.5.1-Obtenci6 de cékules competents d’E.coli

Per tal de transformar els vectors dins les cél-lules d’E.co/, aquestes necessiten un procés per
a esdevenir quimicament competents. Primer es va fer una estria d’una c¢l-lula competent
que estava en stock a -80°C sense antibiotics. Es va deixar o/n a 37°C. Després es va agafar
una colonia aillada 1 es va fer un cultiu liquid en medi LB sense antibiotics el qual es va deixar
o/n a 37°C en agitacié. Ea van afegir aproximadament uns 15 ml del cultiu a 150 mL de LB
continguts dins un Erlenmeyer i es va deixar créixer durant 2-3 hores fins obtenir una
ODy,,=0,6. Un cop crescut el cultiu es va centrifugar a 4.300 rpm durant 10 minuts i es va
eliminar el sobrenedant. Les cél-lules es van resuspendre amb 9 ml del tampé TFBI (2,94 g/1
KOAGC; 9,9 g/l MnCl,, 1,47 g/1 CaCl,, 12,09 g/1 RbCl, 172 ml/1 Glicerol 87% pH 5,8).
Aquestes es van incubar durant 10 minuts en gel, es va tornar a repetir la centrifugacio i es va
eliminar de manera curosa el sobrenedant. Seguidament es van resuspendre amb 6 ml del
tamp6 TFBIT (2,09 g/1 MOPS, 11,03 g/1 CaCl,, 1,21 g71 RbCl, 172 ml/1 Glicerol 87% pH 7).
Finalment es van aliquotar 100 ul en un eppendorf, es van congelar en N, liquid i es van

guardar a -80°C.

6.5.2-Obtencié de céllules competents d’Agrobacterium

Per tal de poder transformar els nostres vectors en cel-lules d’Agrobacterium tumefaciens (Soca
GV2260) 1 Agrobacterium  rhizogenes (Soca C58C1:pRI1583) cal que aquestes siguin
quimicament competents. Les dues soques es van fer competents de la mateixa manera.
Primer, es va créixer una colonia d’Agrobacterium en 5 ml. de medi YEB+Rifampicina
(100ug/mL) a 28°C durant 48 hores. Es va afegir 2 mL de cultiu a 200 mL de medi
YEB+Rifampicina preparat en un Erlenmeyer d’un litre i es va deixar durant 5-7 hores en
agitacié fins que arribés a un OD(,,=0,5-1. Es van incubar 10 minuts en gel i es van
centrifugar 20 minuts a 3.000 rpms a 4°C. Es va decantar el sobrenedant i es van ressupendre
les cel-lules en 20 mL de TrisHCI 100 mM pHS esteril i atemperat a 4°C. Novament es va
centrifugar 20 minuts a 3.000 rpms a 4°C i es va rentar novament amb TrisHCI 100 mM.
Finalment es van ressupendre en 20 mL de medi YEB i les c¢l-lules es van aliquotar en

volums de 500 mL i es van guardar a -80°C.
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/ANNEX SUPLEMENTARI/
Annex suplementari apartat 3.1: Identificacio de proteines que

interaccionen amb StRIK mitjangant el métode del dos hibrids en llevat

Figura suplementaria 1. Representacio pictografica de I'expressié de I'StERF135 en teixits i organs (A)

i en diferents tractaments amb hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP Browser.
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Figura suplementaria 2. Representacio pictografica de I'expressio del StRACK1B en teixits i organs (A)

i en diferents tractaments amb hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP Browser.
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Figura suplementaria 3. Representacid pictografica de I'expressio del StCisteina proteinasa 3 en
teixits i organs (A) i en diferents tractaments hormonals i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Annex suplementari apartat 3.2: Identificacioé i caracteritzaci6 de gens

candidats de la regulacio i el transport dels monomers de suberina

Figura suplementaria 4. Representacio pictografica de I'expressié de I'StERFI3 en teixits i organs de

la patata (A) i sota diferents tractaments amb hormones i estressos (B) usant I'’eFP Browser.
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Figura suplementaria 5. Arbre filogenétic d’StERF93, els seus paralegs a patata i els respectius
possibles ortolegs a Arabidopsis. L'arbre s’ha realitzat utilitzant el métode UPGMA a partir d’una
matriu JTT i modelada amb una distribucié gamma =1 a partir del programa MEGABG. Es va utilitzar un
bootstrap de 1000 répliques i es va fer utilitzar un llindar de bootstrap de >75 sobre 100 per la
separacid de les branques. Totes les posicions ambiglies es van eliminar per a cada parell de

seqliéncies. Hi va haver un total de 330 posicions en I'Gltim conjunt de dades.
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ALLTP 1.4 (At2g38530.1)
ALLTP 1.5 (At2g38540.1)

ALLTP 1.8 (At3g51600.1)

AtLTPL1 (At2915050.2)
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ALLTP 1.11 (At5g59310.1)

ALLTP 1.12 (At5g59320.1)
PGSC0003DMP400022727
PGSC0003DMP400044288
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PGSC0003DMP400054226 - StLTPL.3
AtLTP 1.3 (At2g18370.1)

QS 156628 0

QS 054199 0

ALLTP 1.2 (At2g15325.1)

Figura suplementaria 6. Arbre filogenétic d’StLTPL.3 i els seus possibles ortolegs a Arabidopsis. L'arbre

s’ha realitzat utilitzant el métode UPGMA a partir d’'una matriu JTT i modelada amb una distribucié

gamma =1 a partir del programa MEGAG. La distribucié de clades idéntics i els valors de bootstrap

similars es van obtenir utilitzant un métode de grup de parells no ponderats amb la mitjana aritmética.

Es va utilitzar un boostrap de 1000 répliques i els valors de boostrap de >60 sobre 100 es van usar

per per la separacié de les branques Totes les posicions ambiglies es van eliminar per a cada parell

de sequeéncies. Hi va haver un total de 132 posicions en I'(ltim conjunt de dades.
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Figura suplementaria 7. Representacio pictografica de I'expressié d’StLTPI.3 en teixits i organs (A) i en

diferents tractaments en planta amb diferents hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Figura suplementaria 8. Arbre filogenétic dels ABCGs del grup WBC d’Arabidopsis i els possibles
ortdlegs a patata involucrats en la biosintesi de la suberina. L’arbre s’ha realitzat utilitzant el métode
UPGMA a partir d’'una matriu JTT i modelada amb una distribucié gamma =1 a partir del programa
MEGAG. La distribucié de clades idéntics i els valors de bootstrap similars es van obtenir utilitzant un
meétode de grup de parells no ponderats amb la mitjana aritmética. Els nivells de bootstrap indican el
nivell de significancia (%) per la separacié de les branques. Es va utilitzar un boostrap de 1000
répliques. Els valors de boostrap de >75 sO6n mostrats. L'analisi va implicar 34 seqléncies
d'aminoacids. Totes les posicions ambiglies es van eliminar per a cada parell de seqléncies. Hi va

haver un total de 1267 posicions en I'Gltim conjunt de dades.
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Figura Suplementaria 9. Grafics de prediccié6 de dominis transmembrana en les proteines StABCGs
candidates utilitzant el programa TMHMM Server v.2.0. L’eix de les X mostra la posicié dels
aminoacids dins de la cadena polipeptidica i I'eix de les Y mostra la probabilitat de presentar un
domini transmembrana. La marca superior es mostra en blau quan la cadena polipeptidica es trobaria
dins de la céllula, en lila quan estaria en I'espai extracellular (paret) i en vermell es mostren els
dominis transmembrana. Les proteines travessen les dues capes de la bicapa lipidica i ho fan entre 6

0 7 cops.
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Figura suplementaria 10. Representacid pictografica de I'expressié d’StABCG1 en teixits i organs (A) i
en diferents tractaments en planta amb diferents hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Figura suplementaria 11. Representacio pictografica de I'expressié d’StABCG10 en teixits i organs (A) i
en diferents tractaments en planta amb diferents hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Figura suplementaria 12. Representacio pictografica de I'expressié d’StABCG11 en teixits i organs (A) i
en diferents tractaments en planta amb diferents hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Figura suplementaria 13. Representaci6 pictografica de I'expressié d’StABCG20 en teixits i organs (A) i
en diferents tractaments en planta amb diferents hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Figura suplementaria 14. Representacio pictografica de I'expressié d’StABCG23 en teixits i organs (A) i
en diferents tractaments en planta amb diferents hormones i estressos (B) a partir de les dades d’eFP

Browser.
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Annex suplementari apartat 3.3: Genética funcional de la suberina en

arrels de patata

Taula suplementaria 1. Control de linies utilitzades durant els assajos de RT-qPCR i posteriors. Es
representa per a cadascu dels gens quines linies i quantes répliques biologiques de cada s’han

utilitzat.

REPLIQUES
BIOLOGIQUES
1.3 3

RR 2.2
4.2
1.3
2.2
3.1
5.2
5.3
2.2
3.2
4.2
1.2
2.3
1.1
2.1
3.2
4.2

GEN LINIA

CONTROL

CYPS88A3
3

StABCG2
0

GENS D’ESTUDI

StERF93

StLTP1.3

W N W B N W W N W NN WA W ow
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Annex suplementari apartat 3.4: El transcriptoma del fellema durant el creixement estacional

Taula suplementaria 2. Resum dels analisis bioinformatics

Sequenciacio lllumina

Assemblatge del transcriptoma

Anotaci6 funcional

Lectures

Lectures
netes

NO
contigs
nets

contigs mitja dels

Contigs BLASTX hit

presentsen  TAIR10  BLASTN OS;TOe
les (Arabidopsis  hit Cork (Go)gy

llibreries proteome)

Total 572.330.228 500.574.952 422.968 404.970 - 182.671 108,859 55,871
Abril_1 58.930.050 53.107.886 208.742
Abril _2 52.146.653 45.801.975 135.243
Abril_3 57.977.310 50.782.491 215.828
Abril_4 69.428.739 57.090.467 240.940
Juny_1 48.817.771 43.268.962 136.602
Juny_3 37.148.957 32.722.316 129.263
Juny_4 40.489.401 36.483.924 149.681
Juliol_1 40.679.012 35.170.933 129.389
Juliol_2 73.863.739 65.158.221 189.048
Juliol_3 52.298.193 47.070.608 154.248
Juliol_4 40.550.403 33.917.169 138.477
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Taula suplementaria 4. Es mostren els noms complets dels gens, abreviacions (alies) i els valors de

Log2FC per RNAseq i qRT-PCR utilitzats per a la validaci6 del RNA-seq en cadascuna de les

comparatives realitzades Juny/Abril, Juliol/Abril i Juny/Juliol

JUNY/ABRIL JULIOL/ABRIL JUNY/JULIOL

ALIAS DESCRIPCIO Log2RNAseq | Log2RTA | Log2RNAseq | Log2RTA | Log2RNAseq Log2RTA
ANN Annexin 0,895 0,681 0,848 0,768 -0,047 0,087
AP1 Apetala 1 -0,222 -0,093 -0,467 -1,314 -0,245 -1,221
APX2 Ascorbate peroxidase 0,169 -0,141 0,087 -0,285 -0,082 -0,143
BAN Barely Any Meristem -0,532 -0,762 -0,471 -0,591 0,061 0,171
bAS B-Amyrin Synthase 1,785 1,550 0,891 0,839 -0,893 -0,711
BI1 BAX inhibidor 1 0,318 0,366 0,411 -0,092 0,093 -0,458
BRL3 BRI1-like 3 0,313 0,310 0,397 0,556 0,085 0,246
CYPSBAL Cytochro_me P450 Family 86 Subfamily A

Polypeptide 1 1,085 1,108 0,415 0,436 -0,670 -0,672
DWF1 DWARF 1 -0,501 -0,564 -0,405 -0,753 0,096 -0,190
ETR2 Ethylene response 2 0,321 0,874 -0,047 -0,038 -0,368 -0,912
EXPA8 Expansin A8 0,901 1,033 0,747 0,589 -0,154 -0,444
F5H Ferulate-5-hydrolase -2,040 -1,945 -2,658 -2,988 -0,618 -1,043
FATB Fatty Acyl-ACP Thioesterases B -0,779 -0,730 -1,690 -1,545 -0,911 -0,814
FLC Flowering Locus C -0,554 -0,924 -0,911 -1,349 -0,357 -0,426
GID1B GA Insentitive DWARF 1B 0,672 3,206 0,284 1,566 -0,388 -1,640
GPAT5 Glycerol-3-Phosphatase sn-2-acyl Transferase 5 0,517 0,500 -0,178 -0,046 -0,695 -0,546
HB8 Homeobox Gene 8 1,309 1,640 1,077 1,117 -0,232 -0,5623
HCBT N-Hydroxycinnamoyl/Benzoyl Transferase 0,686 0,775 0,108 0,039 -0,578 -0,735
HK3 Histidine Kinase 3 -0,318 0,117 -0,657 0,097 -0,339 -0,020
HSP17.4 Heat Shock Protein 17.4 2,779 3,124 3,216 3,381 0,437 0,256
NACO58  NAC Domain containing protein 58 0,155 0,284 -0,411 -0,415 -0,566 -0,699
PDH-Ela  Pyruvate Dehydrogenase el alpha 0,563 0,722 0,033 -0,093 -0,530 -0,815
PIN3 PIN-formed 3 -0,733 -1,022 -0,214 -0,699 0,519 0,323
SOC1 Supressor of Overexpression of CO 1 -0,218 -0,150 -0,780 -0,745 -0,662 -0,594
ST™M Shoot Meristemless -1,701 -1,650 -1,620 -1,722 0,081 -0,072
Sus4 Sucrose Synthase 4 0,432 0,373 0,189 -0,053 -0,244 -0,426
WOx4 Wuschel Related Homeobox 4 -1,321 -1,212 -0,661 -0,806 0,660 0,406
WRI1 WRINKLED 1 0,217 0,350 -0,551 -0,664 -0,768 -1,014
WRKY43  WRKY DNA-Binding protein 43 0,170 -0,031 -0,296 -0,783 -0,466 -0,753
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Figura suplementaria 15. La comparativa del patr6 d’expressi6 individual de cada un dels gens validats (Taula Suplementaria 4) al llarg dels mesos (abril, juny i

juliol) segons qRT-PCR i RNAseq.
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Taula suplementaria 5. Dades utilitzades pels Heatmaps dels gens coneguts de suberina segons I’Aralip. Es mostra el codi d’identificacié TAIR d’Arabidopsis,
I'abreviatura dels gens (alies), el seu nom complet, les FPKMs mitjanes per a cadascl dels mesos assajats i el total dels mesos, i en quin procés es troba
involucrat cadascun dels gens. Els calculs han estat realitzats amb els valors de FPKMs de cadascuna de les répliques d’abril juny i juliol. S’han sumat els valors
de tots els contigs que pertanyien a un mateix codi d’Arabidopsis (ATG) i s’ha fet la mitjana de les répliques per a cadascil dels mesos obtenint el valor mostrat. A

més, s’ha sumat I'expressio de cadascln dels mesos per un mateix gen obtenint aixi el valor total de FPKMs.

FPKMS

DESCRIPCIO ABRIL JUNY JuLioL

1104,67 | 1769,20 | 1089,43
694,83 | 1131,77 | 1731,60 | 3558,20 | Transport

ABC Transporter 157,94 | 411,76 | 151,43 721,13 | Transport

ABC Transporter 21,84 23,98 32,08 77,90 | Transport

Aliphatic Suberin Feruloyl Transferase 2632,44 | 3894,44 | 2575,40 | 9102,28 | Suberina aromatica

Fatty alcohol:caffeoyl-CoA caffeoyl transferase 20,18 6,41 3,81 30,40 | Suberina aromatica

TAIR ALIES

AT3G53510 | WBC20 / ABCG20
AT2G38540 | AtLTPI.5
AT5G13580 | WBC6 / ABCG6
AT1G17840 | WBC11 / ABCG11
AT5G41040 | ASFT1 / RWP / FHT
AT5G63560 | FACT

TOTAL INVOLUCRAT EN
3963,30 | Transport

ABC Transporter
Lipid Transfer Protein type 1

AT3G18400 | NAC0O58 NAC Domain Containing Protein 58 428,55 | 465,02 | 314,58 | 4367,55 | Factor de transcripcio
AT3G02940 | MYB107 MYB Domain Protein 107 276,65 336,7 | 241,33 | 3082,04 | Factor de transcripcio
AT1G34670 | MYB93 MYB Domain Protein 93 145,19 | 193,98 | 161,91 | 1810,34 | Factor de transcripcio
AT4G28110 | MYB41 MYB Transcription Factors 0,14 0,00 0,81 0,95 | Factor de transcripcio
AT5G43760 | KCS20 Ketoacyl-CoA Synthase 1449,75 | 2769,42 | 1706,10 | 5925,27 | Complex FAE
AT1G01120 | KCS1 Ketoacyl-CoA Synthase 358,06 | 656,88 | 316,37 | 1331,30 | Complex FAE
AT1G04220 | KCS2 / DAISY Ketoacyl-CoA Synthase 30,62 13,20 4,57 48,38 | Complex FAE
AT1G68530 | KCS6 Ketoacyl-CoA Synthase 0,11 0,58 0,34 1,03 | Complex FAE

AT5G58860 | CYP86A1/ CYPS8GA33
AT5G23190 | CYP86B1
AT3G11430 | sn-2-GPAT5

Fatty Acyl omega-Hydroxylase 2655,27 | 5633,86 | 3541,41 | 11830,54 | Suberina alifatica
1390,17 | 3524,49 | 2479,81 | 7394,46 | Suberina alifatica

1774,18 | 2538,58 | 1568,13 | 5880,89 | Suberina alifatica

Fatty Acyl omega-Hydroxylase
Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase

AT3G44540 | AlcFAR4 Alcohol-forming Fatty Acyl-CoA Reductase 56,45 35,67 20,86 112,98 | Suberina alifatica
AT3G44550 | AlcFARS Alcohol-forming Fatty Acyl-CoA Reductase 1,52 0,45 0,17 2,15 | Suberina alifatica
AT5G22500 | AlcFAR1 Alcohol-forming Fatty Acyl-CoA Reductase 0,07 0,13 0,20 0,41 | Suberina alifatica

AT1G01090 | PDH (E1 alpha)
AT2G34590 | PDH (E1 beta )

Pyruvate Dehydrogenase alpha subunit, Ela 819,86 | 1151,99

991,01 | 1018,36

799,84
649,22

2771,69 | Sintesi acids grassos

Pyruvate Dehydrogenase beta subunit, E1b 2658,59 | Sintesi acids grassos
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TAIR ALIES DESCRIPCIO ABRIL JUNY JULIOL TOTAL INVOLUCRAT EN

AT5G46290 | KASI Ketoacyl-ACP Synthase | 633,80 | 813,93 | 597,37 | 2045,10 | Sintesi acids grassos
AT2G05990 | ENR1 (MOD1) Enoyl-ACP Reductase 467,21 | 682,20 | 511,52 | 1660,93 | Sintesi acids grassos
AT5G35360 | BC Biotin Carboxylase of Heteromeric ACCase 607,09 | 554,53 | 375,81 | 1537,44 | Sintesi acids grassos
AT1G24360 | KAR Ketoacyl-ACP Reductase 553,92 | 524,41 | 351,81 | 1430,14 | Sintesi acids grassos
AT5G15530 | BCCP2 Biotin Carboxyl Carrier Protein of Heteromeric ACCase 314,32 | 476,66 | 420,97 | 1211,94 | Sintesi acids grassos
AT3G25860 | LTA2 (E2) Dihydrolipoamide Acetyltransferase, E2 213,40 | 436,53 | 311,93 961,85 | Sintesi acids grassos
AT1G62640 | KASIII Ketoacyl-ACP Synthase IlI 275,17 | 354,70 | 284,24 914,11 | Sintesi acids grassos
AT2G30200 | MCMT Malonyl-CoA : ACP Malonyltransferase 225,43 | 399,96 | 226,14 851,53 | Sintesi acids grassos
AT1G34430 | EMB3003 (E2) Dihydrolipoamide Acetyltransferase, E2 239,23 | 354,95 | 238,86 833,03 | Sintesi acids grassos
AT1G54580 | ACP2 Acyl Carrier Protein 218,49 | 297,25 | 233,46 749,21 | Sintesi acids grassos
AT1G74960 | KASII Ketoacyl-ACP Synthase Il 215,41 | 245,06 | 167,06 627,53 | Sintesi acids grassos
AT2G38040 | &alpha;-CT Carboxyltransferase alpha Subunit of Heteromeric ACCase 190,97 | 226,29 | 169,37 586,62 | Sintesi acids grassos
AT3G16950 | LPD1 (E3) Dihydrolipoamide Dehydrogenase, E3 141,33 | 204,97 | 148,97 495,27 | Sintesi acids grassos
AT2G22230 | HAD Hydroxyacyl-ACP Dehydrase 153,22 | 182,50 | 131,20 466,93 | Sintesi acids grassos
AT5G08415 | Lipoate Synthase Lipoate Synthase 98,65 150,50 | 104,20 353,34 | Sintesi acids grassos
AT5G10160 | HAD Hydroxyacyl-ACP Dehydrase 99,33 | 121,44 | 100,43 321,20 | Sintesi acids grassos
AT4G01900 | PlI PIl protein 66,53 64,33 57,17 188,03 | Sintesi acids grassos
ATCGO0500 | &beta;-CT (accD) Carboxyltransferase beta Subunit of Heteromeric ACCase 34,34 22,71 39,12 96,17 | Sintesi acids grassos
AT4G31050 | Lipoyltransferase Lipoyltransferase 40,25 25,55 16,30 82,10 | Sintesi acids grassos
AT1G54630 | ACP3 Acyl Carrier Protein 50,83 12,06 10,22 73,12 | Sintesi acids grassos
AT5G16390 | BCCP1 Biotin Carboxyl Carrier Protein of Heteromeric ACCase 19,62 22,24 22,25 64,11 | Sintesi acids grassos
AT3G55290 | KAR Ketoacyl-ACP Reductase 29,68 15,78 15,80 61,27 | Sintesi acids grassos
AT3G11470 | Holo-ACP Synthase Holo-ACP Synthase 5,65 4,72 4,04 14,42 | Sintesi acids grassos
AT1G36180 | ACC2 Acetyl-CoA Carboxylase 3,05 2,48 1,75 7,28 | Sintesi acids grassos
AT4G16155 | LPD2 (E3) Dihydrolipoamide Dehydrogenase, E3 2,89 2,21 1,90 6,99 | Sintesi acids grassos
AT1G62610 | KAR Ketoacyl-ACP Reductase 0,45 0,69 1,12 2,27 | Sintesi acids grassos
AT3G46170 | KAR Ketoacyl-ACP Reductase 0,00 0,00 1,21 1,21 | Sintesi acids grassos
AT3G55310 | KAR Ketoacyl-ACP Reductase 0,07 0,66 0,21 0,93 | Sintesi acids grassos

* La correspondéncia entre els codis ATG d’Arabidopsis i el nom dels contigs es poden trobar en la Taula Suplementaria 3
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Taula suplementaria 6. Dades utilitzades pels Heatmaps dels gens presents a I’Aralip perd no relacionats amb suberina. Es mostra el codi d’identificacié TAIR
d’Arabidopsis, I'abreviatura dels gens (alies), el seu nom complet, les FPKMs mitjanes per a cadascl dels mesos assajats i el total dels mesos, i on es troba
involucrat cadascu dels gens. Els calculs han estat realitzats amb els valors de FPKMs de cadascuna de les répliques d’abril juny i juliol. S’han sumat els valors
de tots els contigs que pertanyien a un mateix codi d’Arabidopsis (ATG) i s’ha fet la mitjana de les répliques per a cadascln dels mesos obtenint el valor mostrat.

A més, s’ha sumat I'expressié de cadascin dels mesos per un mateix gen obtenint aixi el valor total de FPKMs.

FPKMS
TAIR ALIES DESCRIPCIO ABRIL JUNY JULIOL | TOTAL INVOLUCRAT EN
AT3G22600 | LTPG5 Lipid Transfer Protein type 5 4191,45 | 5412,98 | 3843,67 | 13448,11 | Transport
AT2G48140 | EDA4 Lipid Transfer Protein type 5 600,10 | 701,80 | 628,31 1930,21 | Transport
AT3G22620 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 481,29 | 504,68 | 347,62 1333,59 | Transport
AT2G18370 | AtLTPL.3 Lipid Transfer Protein type 1 425,33 | 343,04 | 357,45 1125,83 | Transport
AT5G48485 | AtLTPIV.I Lipid Transfer Protein type 3 732,14 | 122,50 | 235,37 1090,01 | Transport
AT5G64080 | XYP1 Lipid Transfer Protein type 5 106,24 | 149,01 | 295,51 550,76 | Transport
AT5G19410 | ABCG23 ABC Transporter 113,95 | 212,65| 126,31 452,91 | Transport
AT1G62790 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 110,59 | 110,73 | 111,87 333,19 | Transport
AT3G18280 | LTP Lipid Transfer Protein type 2 43,48 55,74 | 110,06 209,28 | Transport
AT1G53270 | ABCG10 ABC Transporter 38,41 75,56 47,72 161,70 | Transport
AT1G48750 | AtLTPII.4 Lipid Transfer Protein type 2 41,27 27,53 22,54 91,34 | Transport
AT1G55260 | LTPG6 Lipid Transfer Protein type 5 9,48 9,37 20,33 39,18 | Transport
AT2G01320 | ABCG7 ABC Transporter 11,66 13,43 9,44 34,52 | Transport
AT2G28070 | ABCG3 ABC Transporter 8,68 11,70 11,93 32,31 | Transport
AT3G53980 | LTP Lipid Transfer Protein type 4 9,67 11,40 7,90 28,96 | Transport
AT1G53390 | ABCG24 ABC Transporter 3,06 2,64 3,72 9,43 | Transport
AT5G13900 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 0,68 3,31 4,55 8,54 | Transport
AT5G59320 | AtLTPI.12 Lipid Transfer Protein type 1 0,30 2,03 3,88 6,20 | Transport
AT5G06530 | ABCG22 ABC Transporter 1,10 1,83 2,77 5,71 | Transport
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TAIR ALIES DESCRIPCIO ABRIL JUNY JULIOL | TOTAL INVOLUCRAT EN
AT1G64670 | BDG Hydrolase-like Protein 3,62 0,39 0,67 4,68 | Transport
AT5G56480 | END2 Lipid Transfer Protein type 3 1,51 1,53 1,46 4,50 | Transport
AT5G52860 | ABCG8 ABC Transporter 1,32 0,64 1,20 3,16 | Transport
AT5G60740 | ABCG28 ABC Transporter 0,99 1,28 0,76 3,03 | Transport
AT2G48130 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 1,81 0,10 0,17 2,08 | Transport
AT2G44300 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 1,17 0,44 0,42 2,04 | Transport
AT1G51500 | ABCG12 ABC Transporter 1,05 0,23 0,56 1,83 | Transport
AT1G36150 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 0,12 0,25 1,30 1,67 | Transport
AT3G52310 | ABCG27 ABC Transporter 0,10 0,20 0,48 0,78 | Transport
AT3G21090 | ABCG15 ABC Transporter 0,16 0,44 0,00 0,61 | Transport
AT1G51460 | ABCG13 ABC Transporter 0,00 0,40 0,17 0,57 | Transport
AT2G44290 | LTP Lipid Transfer Protein type 5 0,15 0,10 0,14 0,39 | Transport
AT3G13220 | ABCG26 ABC Transporter 0,09 0,07 0,04 0,19 | Transport
AT3G55130 | ABCG19 ABC Transporter 0,00 0,17 0,00 0,17 | Transport
AT3G51590 | AtLTPL.7 Lipid Transfer Protein type 1 0,14 0,00 0,00 0,14 | Transport
AT1G71960 | ABCG25 ABC Transporter 0,00 0,00 0,13 0,13 | Transport
AT2G13610 | ABCG5 ABC Transporter 0,12 0,00 0,00 0,12 | Transport
AT4G25750 | ABCG4 ABC Transporter 0,00 0,00 0,11 0,11 | Transport
AT3G55090 | ABCG16 ABC Transporter 0,02 0,04 0,03 0,09 | Transport
AT4G08670 | LTPG4 Lipid Transfer Protein type 5 0,00 0,07 0,01 0,08 | Transport
AT1G31770 | ABCG14 ABC Transporter 0,02 0,00 0,00 0,02 | Transport
AT4G34050 | CCOAOMT Caffeoyl-CoA O-Methyltransferase 2409,64 | 2887,21 | 2642,32 7939,18 | Suberina aromatica
AT2G30490 | CYP73A5/C4H Cinnamate 4-Hydroxylase 1099,31 | 1963,43 | 1556,55 4619,29 | Suberina aromatica
AT1G51680 | At-4CL1 4-Coumarate-CoA Ligase 569,77 | 1039,02 | 773,02 2381,81 | Suberina aromatica
AT2G40890 | CYP98A3/C3H Coumaroyl 3-Hydroxylase 253,42 | 504,22 | 403,31 1160,95 | Suberina aromatica
AT1G65060 | At-4CL3 4-Coumarate-CoA Ligase 109,40 | 193,32 | 164,98 467,69 | Suberina aromatica
AT1G67990 | TSM1/CCoAOMT | Caffeoyl-CoA O-Methyltransferase 0,40 1,22 2,04 3,66 | Suberina aromatica
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TAIR ALIES DESCRIPCIO ABRIL JUNY JULIOL | TOTAL INVOLUCRAT EN
Factor de
AT5G11190 | SHN2 SHN Transcription Factors 3,47 10,92 7,19 21,58 | transcripci6
AT3G60500 | CER7 CERY Protein involved in wax synthesis 7,30 3,12 4,78 15,20 fraa(r:wt;;ripcié o
AT5G61590 | ERF107 AP2 / EREBP Transcription Factors 3,18 4,06 4,43 11,66 fri?]t;)(:ripcié o
AT1G15360 | WIN1 / SHN1 SHN Transcription Factors 0,24 4,11 4,61 8,97 fri%tgripcié o
AT5G62470 | MYB96 MYB Transcription Factors 0,28 0,07 0,11 0,46 fri%t;)(;ripcié @
AT3G61150 | HDG1 Homeodomain-Leucine Zipper IV 0,19 0,09 0,07 0,35 tFrz;%tgéripcié o
AT1G67730 | KCR1 Ketoacyl-CoA Reductase 917,04 | 1221,20 | 775,18 | 2913,42 | Complex FAE
AT5G10480 | HCD/ PAS2/HACD | Hydroxyacyl-CoA Dehydratase 530,38 | 773,19 | 717,05 2020,62 | Complex FAE
AT3G55360 | ECR / CER10 Enoyl-CoA Reductase 526,62 | 795,20 | 596,85 1918,68 | Complex FAE
AT1G19440 | KCS4 Ketoacyl-CoA Synthase 209,49 | 498,62 | 369,36 1077,47 | Complex FAE
AT2G26640 | KCS11 Ketoacyl-CoA Synthase 10,73 33,20 32,85 76,78 | Complex FAE
AT1G24470 | KCR2 Ketoacyl-CoA Reductase 8,95 2,87 3,29 15,11 | Complex FAE
AT5G59770 | HCD / PAS2 Hydroxyacyl-CoA Dehydratase 4,33 3,00 2,68 10,01 | Complex FAE
AT1G71160 | KCS7 Ketoacyl-CoA Synthase 0,32 0,02 0,04 0,38 | Complex FAE
AT2G16280 | KCS9 Ketoacyl-CoA Synthase 0,04 0,11 0,08 0,23 | Complex FAE
AT3G52160 | KCS15 Ketoacyl-CoA Synthase 0,04 0,06 0,10 0,20 | Complex FAE
AT1G49430 | LACS2 Long-Chain Acyl-CoA Synthetase 2375,02 | 3114,97 | 2757,56 | 8247,55 | Suberina alifatica
AT4G33790 | AIcFAR3 / CER4 Alcohol-forming Fatty Acyl-CoA Reductase 102,91 | 136,99 65,25 305,16 | Suberina alifatica
AT2G23180 | CYP9GAL Midchain Alkane Hydroxylase 15,61 22,62 17,35 55,57 | Suberina alifatica
AT3G49200 | WSD Bifunctional Wax Ester Synthase 10,57 16,17 10,58 37,32 | Suberina alifatica
AT5G55350 | WSD Wax Synthase 3,03 6,67 19,80 29,51 | Suberina alifatica
AT2G47240 | LACS1 Long-Chain Acyl-CoA Synthetase 14,61 5,12 7,35 27,07 | Suberina alifatica
AT1G64400 | LACS3 Long-Chain Acyl-CoA Synthetase 15,49 1,99 3,30 20,78 | Suberina alifatica
AT5G22420 | AIcFAR7 Alcohol-forming Fatty Acyl-CoA Reductase 8,26 0,94 1,40 10,60 | Suberina alifatica
AT3G11980 | AlcFAR2 / FAR2 Alcohol-forming Fatty Acyl-CoA Reductase 0,40 2,46 3,48 6,33 | Suberina alifatica
AT1G72970 | HTD Omega-Hydroxy Fatty Acyl Dehydrogenase 0,11 0,54 0,61 1,26 | Suberina alifatica
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TAIR ALIES DESCRIPCIO ABRIL JUNY JULIOL | TOTAL INVOLUCRAT EN

AT5G55340 | WSD Wax Synthase 0,24 0,46 0,35 1,05 | Suberina alifatica
AT2G21910 | CYP96GA5 Midchain Alkane Hydroxylase 0,00 0,50 0,49 0,99 | Suberina alifatica
AT4G39490 | CYP96A10 Midchain Alkane Hydroxylase 0,04 0,42 0,41 0,87 | Suberina alifatica
AT1G65340 | CYP9GA3 Midchain Alkane Hydroxylase 0,10 0,14 0,47 0,71 | Suberina alifatica
AT4G39500 | CYP96A11 Midchain Alkane Hydroxylase 0,16 0,09 0,23 0,48 | Suberina alifatica
AT5G02900 | CYP96A13 Midchain Alkane Hydroxylase 0,05 0,38 0,04 0,47 | Suberina alifatica
AT5G55380 | WSD Wax Synthase 0,08 0,00 0,33 0,42 | Suberina alifatica
AT1G34490 | WSD Wax Synthase 0,12 0,16 0,00 0,28 | Suberina alifatica
AT5G55320 | WSD Wax Synthase 0,14 0,01 0,09 0,24 | Suberina alifatica
AT1G57750 | CYPOGA15 Midchain Alkane Hydroxylase 0,03 0,09 0,08 0,20 | Suberina alifatica
AT4G32170 | CYP96A2 Midchain Alkane Hydroxylase 0,18 0,00 0,00 0,18 | Suberina alifatica
AT1G47620 | CYPOGAS Midchain Alkane Hydroxylase 0,00 0,04 0,09 0,12 | Suberina alifatica
AT5G52320 | CYPO6A4 Midchain Alkane Hydroxylase 0,00 0,06 0,04 0,10 | Suberina alifatica

* La correspondéncia entre els codis ATG d’Arabidopsis i el nom dels contigs es poden trobar en la Taula Suplementaria 3
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Taula suplementaria 7. Categories funcionals enriquides dels diferents clisters ordenats per p_value i

compactades mitjancant el programa ReviGO. Es mostra Gnicament el procés biologic

Claster 1 p_value
Senyalitzacio 7,61E-05
Transducci6 del senyal 3,51E-04
Regulacié del procés biologic 2,55E-03
Resposta cellular a I’estarvacié del fosfat 2,94E-03
Resposta a estimuls 3,06E-03
Resposta a estimuls extracellulars 4 54E-03
Resposta en defensa 5,91E-03
Comunicaci6 cellular 6,04E-03
Procés de la biosintesi dels esteroids 8,03E-03
Regulacié positiva de I'organitzacio6 del citoesquelet 2,06E-02
Procés biosintética de la Biotina 2,06E-02
Homeostasis dels Brasinosteroides 2,35E-02
Via de senyalitzacio6 dels receptors de la superficie cellular 3,41E-02
Claster 2 p_value
Resposta de defensa 6,01E-10
Transducci6 del senyal 9,28E-06
Senyalitzacié 1,08E-05
Resposta a estimuls 3,89E-05
Desumoilaci6 de les proteines 3,07E-03
Glicosilaci6 de proteines 1,09E-02
Resposta de defensa a bacteris 1,38E-02
Modificacié de I'acid amino-peptidil 1,92E-02
Homeostasi dels ions de potassi 2,12E-02
Processament del mRNA 3,94E-02
Processament rRNA 4,67E-02
Regulacié biologica 4,92E-02
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Claster 3 p_value

Procés del metabolisme primari 2,08E-07
Procés metabolic del nitrogen 5,10E-04
Regulacié negativa de la mort cellular 8,06E-04
Regulacié del procés metabolic de les macromolécules 8,20E-04
Ubiquitinitzacié de proteines 1,17E-03
Procés catabolic de lipids 1,49E-03
Resposta a I'0z6 2,24E-03
Regulacié negativa de la resposta hipersensible en plantes 2,24E-03
Regulacié negativa del procés de modificacio de proteines 2,24E-03
Regulacié negativa de I'activitat quinasa 2,24E-03
Regulacié negativa de la transduccio del senyal 2,24E-03
Mort cellular programada en el hosta induida per simbionts 2,24E-03
Procés metabolic de les macromolécules 2,37E-03
Procés metabolic del heterocicle 2,45E-03
Procés catabolic de proteines depenent d’ubiquitina 2,63E-03
Regulacié de la resposta a estimuls 3,09E-03
Procés biosintétic de substancies organiques 3,61E-03
Expressio de gens 4,07E-03
Via de senyalitzaci6 de receptors transmembrana quinasa 4,42E-03
Organitzacioé cellular 5,09E-03
Procés metabolic dels polisacarids de la paret cellular 6,06E-03
Regulacié del sistema immune 6,06E-03
Modificaci6 d’histones 6,06E-03
Procés biosintétic del compost que conté Nucleobase 7,06E-03
Desenvolupament embrionari de la llavor 7,16E-03
Regulacié de la comunicacié cellular 7,23E-03
Regulacio de | senyalitzacio 7,23E-03
Procés biosintétic de les macromolécules 7,36E-03
Regulacié de procés metabolic del fosfor 8,21E-03
Procés metabolic del RNA 9,72E-03
Modificaci6 proteica 1,03E-02
Ensamblatge d’organuls 1,08E-02
Procés metabdlic del fosfatidilinositol 1,08E-02
Procés metabolic de | pectina 1,08E-02
Desenvolupament de 'estructura anatomica 1,08E-02
Procés metabolic del compost organic ciclic 1,11E-02
Procés metabdlic de macromolécules 1,25E-02
Reparacio del DNA 1,36E-02
Procés cellular 1,39E-02
Procés biosintétic del Cofactor 1,59E-02
Regulacié de I'activitat transferasa 1,59E-02
Procés de modificacié de proteines 1,60E-02
Procés biosintétic del Nucleobase 1,72E-02
Desenvolupament del pollen 1,72E-02
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Proteolisis 2,02E-02
Modificacié de lipids 2,54E-02
Beta oxidacion dels acids grassos 2,60E-02
Procés metabolic de I'acid nucleic 2,64E-02
Procés catabolic de substancies organiques 2,67E-02
Acilacié de proteines 3,01E-02
Creixement 3,07E-02
Resposta cellular a estrés oxidatiu 3,14E-02
Organitzacié d’organuls 3,68E-02
Localitzacié ceMular de macromolécules 3,73E-02
Procés biosintétic de compostos aromatics 3,86E-02
Biogénesis de ribosomes 4,03E-02
Procés organisme multicellular 4,04E-02
Transcripcio del promotor de la RNA polimerasa | 4,76E-02
Procés biosintétic de la lignina 4, 76E-02
Acetilacié dels aminoacids N-terminal de la proteina 4,76E-02
Procés catabolic de I'arabinosa 4, 76E-02
Ensamblatge del complex transcripcional DNA-motlle 4,76E-02
Desenvolupament del creixement cellular 4,76E-02
Procés catabolic del mRNA 4,76E-02
Procés biosintétic del Heme 4, 76E-02
Procés catabolic del xilan 4,76E-02
Import de proteines transmembrana intracellular 4,76E-02
Procés biosintétic de la cellulosa de la paret cellular 4,76E-02
Claster 4 p_value
Procés d’oxidacié-reduccid 3,03E-06
Resposta cellular a I'acid salicilic 5,92E-04
Resposta del component organic ciclic 2,14E-03
Procés d’organisme simple 9,84E-03
Procés metabolic del sulfur 1,33E-02
Procés catabolic de les toxines 1,53E-02
Regulacié negativa del cicle cellular 1,53E-02
Procés catabolic de I'acid dicarboxilic 1,53E-02
Procés metabolic de la galactosa 1,53E-02
Procés metabolic 1,82E-02
Procés biosintétic dels flavonoides 2,47E-02
Procés d’organisme miltiple 2,58E-02
Procés biosintétic de UDP-N-acetilglucosamina 2,67E-02
Procés biosintétic del sulfolipid 2,67E-02
Procés catabolic del fosfolipid 2,67E-02
Regulacié del desenvolupament 2,85E-02
Procés reproductiu 3,02E-02
Procés metabolic de I'esterol 3,34E-02
Procés metabolisme secundari 4,42E-02
Regulacié postranscripcional de I'expressié del gen 4,49E-02
Homedstasi cellular redox 4,49E-02
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Procés metabolic del peptid 4,59E-02
Procés metabolic de molécules petites 4,97E-02
Claster 5 p_value
Resposta a temperatura 6,27E-05
Procés metabdlic ribonucleosidic 1,71E-03
Plegament de proteines 3,55E-03
Resposta a estimuls abiotics 5,37E-03
Transport transmembrana de oligopéptids 6,14E-03
Resposta de defensa davant bacteris, interaccié incompatible 6,14E-03
Secrecio 6,93E-03
Plegament proteic mitjancant xaperones 6,98E-03
Procés metabolic de la glucosa 6,98E-03
Resposta a la llum d’alta intensitat 6,98E-03
Assemblatge del nucleosoma 7,37E-03
Procés metabolic oxoacid 1,06E-02
Procés metabolic de molécules petites 1,22E-02
Resposta a estimuls bidtics externs 1,31E-02
Procés d’oxidacio-reduccio 1,43E-02
Generaci6 de metabolits precursors i energia 1,65E-02
Biogénesis del complex proteic 1,92E-02
Exocitosis 1,97E-02
Empaquetament del DNA 1,97E-02
Transport transmembrana de I'i6 de calci 2,12E-02
Procés metabolic del glucosinolat 2,12E-02
Procés metabolic de compostos amb glucosamina 2,12E-02
Regulacié positiva de compostos amb nucleobase 2,38E-02
Simbiosis, mutualisme i parasitisme 2,45E-02
Procés metabolic de compostos amb piridina 2,93E-02
Organitzacio de la subunitat del complex Proteina-DNA 2,93E-02
Homeostasi de I'i6 de ferro 3,36E-02
Cadena transportadora d’electrons 3,36E-02
Procés catabolic del format 3,36E-02
Procés metabolic de les vitamines solubles 3,36E-02
Regulacio de I'splicing de RNA 3,36E-02
Regulacié del procés metabolic de I'acid salicilic 3,36E-02
Procés biosintétic de la Vitamina E 3,36E-02
Fosforilacié del difosfat nucleosidic 3,56E-02
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Tabla suplementaria 8. Primers utilitzats en I'amplificacio i clonatges de tots gens assajats en els
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capitols d’aquesta tesis. També es mostren els primers utilitzats per a determinar I'expressio

mitjancant RT-qPCR, al igual que els primers necessaris per I'obtencié del RNAi d’interferéncia de

silenciament i aquells primers necessaris per a la comprovacié en diversos punts dels protocols

realitzats. Es marquen en minuscula i subratllats aquelles bases que s’han afegit de manera extra per

a poder realitzar els clonatges Gateway® que permeten que no es perdi la pauta de lectura.

GEN FORWARD REVERSE ASSAIG
StERF931 tcATGGATTCTTCTTCACTAGATATGAT CTAGGAATCATCGGCACAACA
StCisteina
. tcATGTCAAGTCTCTCACTCCTATTG CTTAGGCAACGATTGGGTAGGA
proteinasa 31
StRACK1B1 tcATGTCGCAAGAATCACTAGTCC cCTAATAACGCCCAATTCCCC
Amplificacié
StERF1351 tcATGTTGAAAATATAGATTTTGAA CTTATACCACTTGAGGGACCTTCTT
StLTPIL.31 tcATGAATTCCTCAATCCAAGCA cCTCCCTTGATCTTGGTGCAGTC
StABCG12 tcATGTCAAGGATAGTAGCGGAAAATAT | cAAAAGAGCACGTACTTCAAGTAAA
StABCG202 tcATGTCTAGTCTTGGTGGAG CTCACCTCCTCTTATTTTTGCTTCCAA
StABCG232 tcATGGCTTCTCCATGTACAACTTA CAGGTCCATATAGAGATTTTAGGCT
StLTPL.3-RNAi tcGAATTCCTCAATCCAAGCAAAAT CAAGACTCCCTGCAAGTTGAGAA

StERF93-RNAI

tcACCCTTTATTCTCAAACCTCATT

cCCCCTGTTTTTGGTTCCTCT

StABCG20-RNAi

tcATGTCTAATCTTGGTGGAGGTGA

CcTGTGAAAGGAAAGAACAAAGGGA

Silenciament

CYPS6A33-RNAI TTTACTCGGTGGGGAGAATG CGGTAATAGCCGGTAACGAA
StERF93 TTGAATCTGCCTCTCGTTTGTTC ACTTCCCCTGTTTTTGGTTCCT
CYP86A33 TCTACTGGGGTATCCGCAAC TTTGGTGAAAGGGTTTCAGG
StABCG20 TCCCGATCCACTAGCTCCAA AGGAGGGGCGATAAAGACGA
StABCG23 GGCTGAACCCCTCGATTACA AGCCCCAAGAACAGTGCAAA RT-gPCR
StABCG10 GCGTAGGGTGTCGATTGGAG TGACATGAAGTGCTGATGCTGA
StABCG11 GGACGATTGCTCGAAAATAAGG CGATCTTTGCGTTAGAACTTTGC
StABCG1 TCCTGAAATCCAAACACCTACTCA TCACTCGTTGTCCCTGAAACC
APRT GAACCGGAGCAGGTGAAGAA GAAGCAATCCCAGCGATACG
pk7GWIWG2-1I
CATAACTCAGCACACCAGAGG CTCCTGAAAATCTCGCCGGA
Red-Root Comprovaci6
pDONR207 CTGGCAGTTCCCTACTCTCG GATGGTCGGAAGAGGCATAA
pGADT7-Rec GATGATGAAGATACCCCACCAA | GCACGATGCACAGTTGAAGT

1Encebadors dissenyats per amplificar la seqiéncia codificant

2 Encebadors dissenyats per amplificar la seqiiéncia codificant i el 3'UTR
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