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1 RESUMEN

Los compuestos organicos volatiles (COVs) son el interfaz de interaccion entre plantas y el resto
de los organismos vivos. LL.a modificaciéon de los perfiles de volatiles presenta aplicaciones agricolas
como la busqueda de métodos sostenibles para el control de plagas y defensa de las plantas. Los olores
son combinaciones complejas de COVs. La estructura genética de los perfiles de volatiles esta
compuesta de genes estructurales y genes reguladores que codifican a enzimas y a factores de
transcripcion, respectivamente. El monoterpeno (E)-f-ocimeno es un COV que juega un papel
fundamental en la capacidad de repulsion de plagas, asi como en la atracciéon de polinizadores. En
Anthirrinum majus se ha identificado el gen (E)-G-ocimeno sintasa (amaOa23) que codifica una enzima cuyo
producto es (E)-8-ocimeno. En la linea 165E se encontraron pequefias cantidades de éste volatil,
indicando la presencia de un posible alelo hipomérfico. Se ha llevado a cabo una purificacion y
secuenciacion del ADNc de awa0a23 de la linea 165E. La pérdida incompleta de funcion del gen
amaOa23 en la linea 165E de .A. majus, se puede deber a mutaciones por sustitucion de nucleétidos en
su secuencia, dando lugar a bajos niveles de emision de (E)-B-ocimeno.
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2 ABSTRACT

Volatile Organic Compounds (VOCs) are the interaction interface between plants and the rest
of living organisms. The modification of volatile profiles present agricultural applications, such as the
search for sustainable methods for plague control and plant defense. Scents are complex combinations
of VOCs. The genetic structure of volatile profiles is composed by structural and regulatory genes that
encode enzymes and transcription factors, respectively. The monoterpene (E)-B-ocimene is a VOC
that plays a fundamental role in repulsion of pests, as well as attraction of pollinators. In Antirrhinum
majus, the gene (E)-B-ocimene synthase (amaOa23), which encodes an enzyme whose product is (E)-B-
ocimene, has been identified. In line 165E, low quantities of this volatile were found, indicating the
presence of a possible hypomorphic allele. The purification and sequencing of the cDNA
of amala23 in line 165E has been performed. The complete loss of the gene amaOa23 in A. majus line
165E might be due to a mutation by nucleotide substitution in its sequence, leading to low levels of
(E)-B-ocimene emission levels.
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3 INTRODUCCION

3.1 COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES EN PLANTAS, COVS

Uno de los principales rasgos en las plantas es la produccion de metabolitos secundarios, ya que
puede considerarse una interfaz de interaccién con organismos vivos, incluyendo bacterias, hongos,
otras plantas y animales. Los compuestos organicos volatiles (COVs) constituyen aproximadamente
el 1% de los metabolitos secundarios conocidos en las plantas (Maffei et. al, 2011). Tanto flores, frutos
como hojas, emiten COVs, y éstos ocurren tipicamente como una mezcla compleja de compuestos
lipofilicos de bajo peso molecular derivados de diferentes rutas biosintéticas. Los COVs son
producidos como parte de una estrategia de defensa contra el estrés biotico y abidtico, asi como para
contribuir a diversas funciones fisiologicas del organismo productor como la interaccién planta-planta,
la sefializacion entre organismos simbidticos, la atraccion de polinizadores y dispersores de semilla
(Maffei et al.,, 2011). La emisién de olor por las flores se considera un aspecto clave para atraer
polinizadores y repeler posibles plagas (Schiestl, 2010).

Los COVs pertenecen a diversas clases de productos naturales como terpenoides, productos de
degradacion de acidos grasos, productos derivados de acidos, alcoholes, aldehidos y cetonas (Maffei
et al,, 2011). Los terpenos son un grupo diverso de compuestos que presentan una variedad de
funciones en las plantas, que van desde la resistencia del estrés por calor, componente de la membrana
celular, hormonas vegetales, hasta pigmentos fotorreceptores. También desempefian un papel de
defensa directa contra los herbivoros, asi como indirecta atrayendo a los enemigos naturales de los
mismos (Degenhardt & Lincoln, 2006). Estos son unos compuestos organicos detivados del isopreno
(2-metilbuta-1,3-dieno), un hidrocarburo de 5 atomos de carbonos. Los terpenos superiores a 15
carbonos (> C15) son generalmente no volatiles y estan directa o indirectamente involucrados en
procesos celulares importantes, como la estructura de la membrana (esteroles), fotosintesis (clorofila,
carotenoides), quimica (quinonas) y regulacion del crecimiento (giberelinas, acido abcisico). Los
terpenoides que son volatiles son aquellos que presentan 5 carbonos C5 (hemiterpenos), 10 carbonos
C10 (monoterpenos) y 15 carbonos C15 (sesquiterpenos), que son los componentes importantes del
volatiloma de la planta. Ademas, estos compuestos son el principal constituyente de los aceites
esenciales de algunas plantas y flores (Maffei et al., 2011). Los monoterpenos son componentes de los
aromas florales que atraen a polinizadores y forman parte de los aceites esenciales de hierbas y especias,
en los que componen hasta el 5% en peso de la planta seca, y sirven principalmente como compuestos
de defensa directa o indirecta contra herbivoros y patégenos (Dudareva & Pichersky, 2004). Dentro
de los monoterpenos se encuentran volatiles de gran importancia tales como linalol, limoneno,
mirceno y [-ocimeno. Los isoprenoides, como (E)-B-ocimeno y mirceno, contribuyen
significativamente a los olores florales de las especies vegetales. En A. majus, la fraccién monoterpénica
del aroma floral es dominada por (E)-8-ocimeno y mirceno que representa el 20 y el 8% de los volatiles
florales totales, respectivamente (Dudareva et al., 2000). Sin embargo, la linea 165E de A. majus emite
pequenas cantidades de (E)-B-ocimeno, indicando la presencia de un posible alelo hipomérfico (Ruiz-
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Hernandez et al., 2017). Estos dos monoterpenos son derivados del geranil difosfato. La emision de

dichos volatiles esta regulada por los ritmos diurnos controlados por un reloj circadiano (Dudareva et
al., 2003).

Los ocimenos se hallan dentro de una gran variedad de plantas y frutas. Su férmula quimica es
CioHie. Pueden ser B-ocimeno y a-ocimeno, y éstos se diferencian en la posicion del doble enlace
aislado. El compuesto a-ocimeno también es denominado 3,7-Dimetil-1,3,7-octatrieno y -ocimeno
como 3,7-Dimetil-1,3,6-octatrieno. 3-Ocimeno existe en dos formas estereoisoméricas, las formas cis
(cis-B-ocimeno; (Z)-B-ocimeno) y trans (trans-B-ocimeno; (E)-B-ocimeno), con respecto al doble
enlace central (NIST, 2017). Los ocimenos a menudo se encuentran como mezclas de ambas formas.
Se trata de una pieza clave en la interaccién planta-animales, incluyendo humanos al ser el componente
principal de la albahaca en su aroma (Chalchat & Ozcan, 2008). Estudios demuestran que juega un
papel fundamental en la capacidad de repulsion de plagas y como protecciéon contra patégenos
(Arimura et al., 2004; Dudareva & Pichersky, 2000), asi como en la atraccion de polinizadores (abejorro
Bombus) (Byers et al., 2014).

3.2 GENES IMPLICADOS EN LOS COV

Son de gran importancia los estudios en plantas que utilizan poblaciones naturales, ya que se
han podido identificar numerosos genes involucrados en diferentes aspectos de las plantas, como
floracion o la produccion de metabolitos secundarios (Alonso-Blanco et al., 2009). La bioquimica y la
biologia molecular de las sustancias volatiles de plantas son complejas, e implican la interaccién de
varias vias bioquimicas y cientos de genes, que conducen a la producciéon de una amplia gama de
COVs. En su estructura genética también se encuentran genes reguladores y un gran nimero de
enzimas. Todas las plantas son capaces de almacenar y emitir COVs, pero el proceso muestra una
variaciéon genotipica notable, asi como plasticidad fenotipica (Maffei et al., 2011).

Los genes implicados en la emisién de COVs han sido estudiados en una variedad de plantas.
Un claro ejemplo es el estudio de los compuestos responsables en el olor de las rosas como nerol,
acetato de nerilo y acetato de genarilo, ya que son el resultado de uno o dos genes (Spiller et al., 2010).
Los COVs también estan implicados en el aislamiento reproductivo mediado por el polinizador,
siendo éste un factor importante en la conduccion de la diversificacion de las plantas con flores.
Mimunlus lewisii polinizado por abejorro y M. cardinalis polinizado por el colibti son un modelo para
estudiar el aislamiento reproductivo a través de la preferencia de polinizadores (Byers et al., 2014).
Estas dos especies difieren en tres volatiles terpenoides florales, D-limoneno, B-mirceno y (E)-B-
ocimeno, que son atractivos a los abejorros polinizadores. Estas diferencias se deben probablemente
a mutaciones en dos genes, Linoneno-Mirceno Sintasa (MILMS, Mcl.MS) y Ocimeno Sintasa (MIOS, McOS).
La baja emision de volatiles en M. cardinalis puede venir causada por un alelo nulo en M .MS'y por
varias diferencias de secuencia de codificacion de McOS que eliminan su capacidad de producir (E)-§-
ocimeno (Byers etal., 2014). En el caso de Antirrhinum se ha realizado un analisis genético de la emision

de olores que abarca tres generaciones después de un cruce de A. majus y A. linkianum (Ruiz-hernandez
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et al., 2017). Ambas especies difieren en la produccién de cuatro COVs: metilbenzoato, 3-ocimeno,

cinamato de metilo y acetofenona. Estos compuestos mostraron segregaciones mendelianas tipicas

para un solo gen o dos loci en la poblaciéon F2. En dicha poblacion se ha identificado un alelo nulo de

Benzoic Acid Carbosxcymethy! Transferase (BAMT), un gen implicado en la sintesis de benzoato de metilo

(Ruiz-Hernandez et al., 2017).

En el genoma de Arabidopsis hay varias secuencias de tipo AtTPS (Terpeno Sintasa de
Arabidopsis) que comparten la mayor parte de la identidad con los genes TPS (Terpeno Sintasa), que
participan en el metabolismo secundario en las especies de plantas que acumulan terpenoides. En esta
planta modelo de genética molecular se ha caracterizado una mirceno/ocimeno sintasa AtTPS10 que
convierte el difosfato de genarilo (C10) en los monoterpenos aciclicos 3-mirceno y (E)-B-ocimeno y
pequenas cantidades de monoterpenos ciclicos (Bohlmann et al., 2000). También se conocen los
monoterpenos sintasas especialistas en un solo compuesto principal, por ejemplo en el abeto (Abies
grandis), ya que el unico producto de la mirceno sintasa es el mirceno (Bohlmann et al., 1997). En
Anthirrinum se han identificado tres genes monoterpenos sintasa, (I£)-G-oczmeno sintasa (amaOa23) y dos
mirceno sintasa (amale20 y amaOcl5) (Figura 1), siendo los productos de estas sintasas los dos
isoprenoides dominantes en las flores de boca de dragéon (Dudareva et al., 2003). Estos tres
monoterpenos sintasas son muy similares entre si y codifican proteinas de 66 a 67 kD. Amale20 y
amaOcl5 codifican proteinas casi idénticas excepto los 13 aminoacidos N-terminales. Pese a las
diferencias dentro de los aminoacidos N-terminales, awale20 y amaOcl5 codifican ambas a mirceno
tuncional. Ama0a23 presenta una similitud del 92% con amale20 y amaOcl5, sin embargo, esta
especializado para una funcién bioquimica diferente, siendo el responsable de la produccién,
predominantemente, de (E)-B-ocimeno (97%), pero ademas también produce pequenas cantidades de
(Z)-B-ocimeno y mirceno (Dudareva et al., 2003). Amale20 no se expresa en niveles significativos en
los tejidos de pétalos de A. majus, por tanto sélo amaOcl5'y amaOa23 contribuyen a la transcripcion de
terpenos sintasas (Dudareva et al., 2003). .A»a0c15 aporta 1,5 veces mas (60%) que amaOa23 (40%) al
total de monoterpenos en los l6bulos tanto superior como inferior de los pétalos de las flores de 4.
majus. Sin embargo, las flores de boca de dragén emiten mas (E)-B-ocimeno respecto al mirceno (20 y
8% del total de volatiles florales, respectivamente), y la actividad enzimatica de monoterpenos sintasa
forman una mezcla rica en (E)-B-ocimeno (80%) y baja de mirceno (20%), junto a menores cantidades
de (Z)-B-ocimeno (Dudareva et al., 2003). Asi pues, en A. majus el perfil aromatico de monoterpenos
puede estar definido por los correspondientes monoterpenos sintasas. $-ocimeno tiene distintas vias
de sintesis, que varfan entre especies (Arimura et al., 2004). Segin un estudio, tanto (E)-B-ocimeno
como (Z)-B-ocimeno, tienen una segregacion en la que se ven involucrados, al menos, 2 genes, con
funciones parcialmente redundantes (Ruiz-Hernandez et al., 2017). Asi pues la actividad de ama0Oa23,
podria explicar la mayorfa de la produccion de (E)-B-ocimeno y parte de la producciéon de (Z)-8-
ocimeno, ya que en la sintesis de estos compuestos podrian estar involucradas tanto sintasas
especializadas, como una sintasa multifuncional (Dudareva et al., 2003).
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Figura 1. Alineamiento con ClustalX2 de los ADN complementatios de (E)-B-ocimeno sintasa (aza0a23) y
mirceno sintasa (amale20y amaOcl5) de A. majus cultivar Maryland True Pink. Las secuencias estin depositadas
en la base datos GenBank: AY195607.1 (az2a0a23), AY195608.1 (amaOcl5) y AY195609.1 (amale20). *Presenta

el mismo nucledtido.

3.3 MUTACIONES

Las mutaciones a nivel molecular (denominadas génicas o puntuales) afectan a la constitucion
quimica de los genes. Estas mutaciones se originan por sustitucion (se intercambia una base por otra),
inversién (dos segmentos de nucleétidos de hebras complementarias se intercambian), translocacion
(desplazamiento de pares de nucle6tidos complementarios de una zona del ADN a otra), insercion (se
inserta uno o mas nucleétidos) o deleciéon (se elimina uno o mas nucleétidos). Estas mutaciones
pueden dar lugar a una completa pérdida de la funcién del gen, dando lugar a un alelo nulo, como
ocurre en M. cardinalis, comentado anteriormente. M. cardinalis contiene un alelo nulo en Mc .MS
debido a una mutacioén sin sentido en el exén 3, (Byers, Vela, et al., 2014). En A. /inkianum hay un
alelo nulo en el gen Benzoic Acid Carboxymethyl Transferase (BAMT) responsable de la sintesis de
benzoato de metilo (Ruiz-Hernandez et al., 2017). El alelo nulo es el resultado de la inserciéon genémica
mediada por un MITE, Elementos Transponibles Minimos Repetidos Invertidos (Cartolano et al.,
2007) junto con reordenamientos genémicos adicionales incluyendo una segunda insercion de
secuencias genémicas con similitud con el locus Venosa (Schwinn et al., 2000).

Las mutaciones pueden dar lugar a un efecto negativo dominante, es decir, el producto del gen
defectuoso interfiere con la accién del alelo normal, alelo antimérfico. También pueden alterar la
funcién del gen, dando lugar a una ganancia de funcion, es el caso de los alelos hipermérficos y
neomoérficos. Otro tipo de mutaciones son aquellas que se traducen en una reduccién de la funcion
de un gen: haploinsuficiencia, alelo hipomorfico. En flores de Chlorantha pequenios cambios, como
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deleciones de 4 pb, en el gen deficiens (def ), implicado en el control del pétalo y el desarrollo del
estambre, pueden dar lugar a alelos hipomorficos débiles (Schwarz-Sommer et al., 1992).

3.4 GENERO ANTIRRHINUM

El género Antirrhinum comprende 28 especies distribuidas principalmente en todo el
mediterrineo, en particular en el suroeste de Europa y el norte de Africa (Liberal et al., 2014; Vargas
et al., 2009). Las especies varfan ampliamente en morfologia y ecologia y se adaptan a diferentes
habitats (Hudson et al., 2008), sin embargo, todas son capaces de formar hibridos fértiles entre si. Los
estudios genéticos que se han realizado a las especies de éste género muestran diferentes tamafios en
la poblacion, distribuciones y sistemas de mejoramiento, desde la autofertilidad hasta el cruce
obligatorio. LLas especies con mayor extension en la cuenca del mediterraneo son: A. majus, A. latifolinm,
A. tortnosum, A. siculum, y A. mollisium, entre otras (Vargas et al., 2009). En cambio, las principales
especies que habitan en la Peninsula Ibérica son: A. linkianum, A. subbaeticum, A. charidemi (Vargas et
al., 2009). Antirrbinum consta de especies con crecimiento vertical, 6rganos grandes y flores rosadas o
amarillas. Estos tienden a ser geograficamente generalizados y crecen en una variedad de habitats
(Hudson et al., 2008).

Pertenece al orden Lamiales, un pariente cercano del orden Solanales, que incluye otro modelo
de especies como petunia y tomate. Antirrhinum se coloco recientemente en la familia Plantaginaceae
tras una revision de la clasica familia Scrophulariaceae (Sanchez & Guerra, 2011) basado en la variacion
de la secuencia de ADN.

Las especies Antirrhinum se desarrollan mejor en las regiones templadas, con temperaturas diurnas
de 17-25°C y se caracteriza por ser una planta de dia largo. Son plantas perennes, pero generalmente
son tratadas como anuales. Normalmente tras los 3-4 meses de la siembra florecen, y se propagan
facilmente (Hudson et al., 2008). Se pueden cultivar tanto dentro como fuera del invernadero, aunque
las flores cultivadas en el exterior, a pesar de que sus colores son mas intensos, tienden a ser mas
sensibles a plagas y enfermedades.

Dentro del género, las especies tienen el mismo numero cromosémico (2n=16). La mayoria de
ellas son alégamas, aunque las lineas de A. majus cultivadas y algunas otras especies silvestres, pueden
autopolinizarse (Hudson et al., 2008).

La mas conocida de todas las especies del género, es A. majus, vulgarmente nombrada como
boca de dragén o conejillos, entre otros. A. zajus tiene varios siglos de historia de cultivo como una
planta ornamental y su extension es muy amplia a nivel mundial (Hudson et al., 2008). En la actualidad
se cultiva intensamente durante todo el afo, siendo de las plantas reproducidas por semillas mas
importantes en la produccién de flor cortada para floristerfas, ademas de comercializarse como planta
ornamental en maceta y como planta de jardin. Es por ello, que esta especie es una de las plantas de
flor cortada y en maceta de gran interés agronémico.
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A. majus aparecié como un organismo modelo durante los primeros estudios de herencia y
mutacion, ya que es susceptible a la genética clasica, debido a su herencia diploide, facilidad de cultivo
y tiempo de generacion relativamente corto (4 meses), reproduccion autbgama y por polinizacion
cruzada, variacion en la morfolégica y el color de la flor (Hudson et al., 2008). Las lineas de laboratorio
de A. majus se produjeron a partir de cultivares, y una recopilacion de los mutantes que se habian
acumulado durante el curso del siglo XX. Esta especie probablemente fue domesticada en el noreste
Espafia o el suroeste de Francia.
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4 OBJETIVO

El objetivo del presente proyecto es purificar y secuenciar ocimeno sintasa (amaOa23) de la linea
165E de .A. majus, con el fin de identificar un posible alelo débil de pérdida de funcion.
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5 MATERIALY METODOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal que se ha utilizado ha sido A. majus 165E. Esta es una linea homocigota que
se obtuvo en el Reino Unido (Schwarz-Sommer et al., 2010).

Para la propagacion de la linea de interés de A. majus (Figura 2 y 3), primero se sembraron en
maceteros. Se cultivaron en el interior del invernadero de genética molecular en la Finca Tomas Ferro
(La Palma) de la ETSIA, UPCT (Escuela Técnica Superior de Ingenierfa Agronémica, Universidad
Politécnica de Cartagena), hasta que presentaran los frutos maduros. El fruto es una capsula que se
endurece al madurar y se abre por tres orificios de la parte superior. Para su obtencién, se
autopolinizaron las flores de las plantas de las lineas 165E. Por otro lado, una vez que el fruto ya estaba
maduro, se recolectaron las semillas de las capsulas y se introdujeron en el interior de tubos de 1.5 ml,
Eppendorf Tubes®, con algodén y bolitas de silice, a fin de mantenerlos durante un largo periodo de
tiempo.

Figura 2. Detalle flores de A. majus 165E.
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Figura 3. Planta 165 E.

5.2 EXTRACION DE ARN

Con el objeto de analizar la presencia o ausencia de la enzima (E)-B-ocimeno sintasa (ama0a23)
en la linea 165E, se tomaron muestras de los pétalos de las flores (Figura 4) en el estadio de maxima
producciéon de aromas (dfa 4-6). Las muestras se ultracongelaron con nitrégeno liquido, para
posteriormente extraer el ARN total para trabajar con el transcriptoma de 165E. Para la extracciéon de
ARN se utiliz6 y se sigui6 el protocolo del kit: NucleoSpin® RNA Plant. Una vez obtenido el ARN,
se midi6 la cantidad del mismo ng/ul de H,0 estéril en el espectrofotémetro Thermo
Scientific NanoDrop™ 2000.
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Figura 4. Flor de 165E en el estadio de maxima produccién de aromas (dia 4-0).

5.3 'TRANSCRIPCION INVERSA

Tras la obtencion de ARN de las flores de 165E, se llevo a cabo la transcripcion inversa, es decir,
la sintesis de ADN complementario o ADNc, mediante el ARN total obtenido como plantilla,
mediado por transcriptasas inversas. El ADNc es una hebra de doble cadena. E1 ADN producido por
la transcriptasa inversa, debido a que se utiliza ARNm maduro como molde, carece de intrones. Para
esto, se utiliz6 el Kit: Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Synthesis.

5.4 LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica basica de biologia molecular con
una multiplicidad de usos, incluyendo clonacién y secuenciacion del acido desoxirribonucleico, analisis
funcional de genes, diagnostico de enfermedades, genotipado y descubrimiento de variantes genéticas
(Untergasser et al., 2012) La técnica de PCR solo puede aplicarse a cadenas de ADN,; es por ello que
se realiza la transcripcion inversa. El producto de PCR de ADNe, utilizando ARNm maduro como
molde, es la zona codificante correspondiente a la enzima (no tiene intrones). Con el fin de identificar
posibles cambios moleculares en el locus azaOa23, se realizé una amplificacién del mismo. Para ello,
se disenaron cebadores especificos (Tabla 1, Anexo) para ama0a23, ya que su secuencia presenta un
gran parecido con amale20y amaOcl 5, en base a la secuencia de aa0a23 depositada en la base de datos
GenBank AY195607.1 (Dudareva et al.,, 2003). Para el disefio de los mismos se utilizaron los
programas Primer3Plus y Primer-BLAST.
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Secuencia de Ama0a23 (ADNCc) en A. majus (Dudareva et al., 2003):

>AY195607.1 Antirrhinum majus (E)-b-ocimene synthase (0e23) mRNA,
complete cds

TTTTTCTCCAAAAACGTATCATACACAAATATCATTCGTCATGGCATTTTGCATTAGCTACTTA
GGTGCAGTGCTTCCTTTTTCATTGAGTCCTCGTACCAAATTCGCAATATTTCATAACACGAGTA
AACATGCTGCATATAAAACTTGTAGATGGAACATTCCCCGAGATGTCGGATCAACTCCACCTCC
CTCCAAACTTCATCAGGCACTTTGCTTGAATGCACACAGTACAAGTTGTATGGCTGAATTACCA
ATGGACTACGAAGGAAAAATACAAGGGACTAGACATTTGTTACATTTAAAAGATGAAAATGATC
CAATAGAGAGCCTAATTTTTGTGGATGCCACACAGAGATTAGGGGTGAACCATCATTTTCAGAA
GGAGATTGAAGAAATTCTTCGAAAAAGTTACGCAACGATGAAAAGCCCTAGCATCTGCAAATAC
CATACTTTGCACGACGTTTCACTATTTTTCTGTCTGATGAGACAGCATGGACGCTATGTGTCTG
CAGATGTGTTTAACAATTTCAAAGGCGAGAGTGGAAGGTTCAAAGAAGAACTAAAACGAGATAC
ACGAGGTTTAGTGGAGTTATATGAAGCGGCACAACTAAGTTTTGAAGGAGAACGTATACTTGAT
GAAGCAGAAAATTTTAGCCGTCAAATTCTCCATGGTAACTTAGCCAGCATGGAGGATAATTTGC
GTAGAAGTGTAGGTAACAAACTAAGGTACCCGTTTCATAAGAGCATCGCAAGATTCACTGGAAT
AAACTATGATGATGATCTTGGAGGCATGTACGAATGGGGAAAAACATTAAGAGAGCTAGCCCTG
ATGGATTTGCAAGTGGAGCGATCCGTATACCAAGAGGAGTTGCTCCAAGTTTCCAAGTGGTGGA
ATGAGCTAGGCTTATATAAGAAGCTAACTCTTGCAAGGAATAGACCATTCGAGTTCTATATGTG
GTCGATGGTTATACTAACAGATTATATAAACTTGTCAGAGCAGAGAGTGGAGCTCACTAAATCC
GTGGCTTTTATTTACTTGATAGATGACATATTTGATGTGTACGGAACACTAGATGAGCTCATTA
TTTTTACAGAAGCCGTAAACAAATGGGACTATTCTGCCACTGACACGTTGCCCGACAACATGAA
GATGTGTTACATGACCCTTCTTGATACCATAAACGGGACTAGTCAAAAAATTTATGAAAAATAT
GGACACAATCCGATTGACTCCCTCAAAACAACGTGGAAAAGTTTGTGTAGTGCATTCCTAGTGG
AGGCTAAATGGTCTGCCTCCGGGAGTCTGCCAAGCGCCAACGAGTATTTGGAGAACGAGAAGGT
GAGTTCAGGAGTGTATGTGGTGCTAATACATTTATTTTTTCTTATGGGACTAGGTGGAACTAAC
AGAGGTTCAATCGAGTTAAATGACACACGGGAACTTATGTCCTCCATAGCTATAATTGTTCGTA
TTTGGAATGACTTGGGATGTGCTAAGAATGAGCATCAAAATGGAARAAGATGGATCCTACTTAGA
TTGCTACAAGAAAGAGCATATAAATCTAACAGCTGCACAAGTACATGAGCATGCACTGGAATTG
GTAGCAATTGAATGGAAACGCCTCAATAAAGAATCTTTCAATCTAAATCATGATTCGGTATCTT
CTTTCAAGCAAGCCGCTCTGAATTTTGCAAGGATGGTTCCTCTTATGTATAGCTATGATAACAA
TCGACGAGGCCCAGTTCTTGAGGAGTATGTCAAGTTTATGTTGTCGGATTAAACATAGTCGTGT
ACTACCAAATGTAAGAACTAAGAACAAATAGTTTGCTCGTTAATTACAAGACTTATAATTGTAC
TAAAACAAGAATGATAATAGTGTGATCATCGTCTTACTTTAATAAG
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5.

Material y Métodos

La secuencia de amaOa23 presenta 1902 pb (1,9 kb), por tanto, es muy complejo amplificar todo

el fragmento con un solo par de cebadores (Amocs1f y Amocslr), ya que puede dar lugar a regiones

inespecificas. Es por ello, que se realizé con todos los cebadores disefiados, una combinacién de pares

de cebadores (Tabla 2, Anexo) para que amplificaran ciertos fragmentos de la secuencia de ADNc de

ocimeno sintasa (Figura 5). Para el ensayo también se utilizaron los cebadores disefiados por Dudareva

et al. en 2003.

Tras distintas pruebas se determinaron las condiciones de las PCRs con los distintos pares de
cebadores (Tabla 2, Anexo). Para la realizacion de las PCRs se utiliz6 el Kit: KAPA2G Fast HotStart

ReadyMix PCR Kit.
1. | pwo.  [wo oo w0 . pw [ 800 [800 [iK . [1100  |1200 1300 tao  uso0  jeo 7o [eee 1902
| I
Amocs1f 1221 pb Amocsdr
Amocs4f 714 pb Amocs1r
ﬁ
Amocs5f 964 pb Amocs5r
Amocs6f 962pb Amocsbr
¢
Amocsif 1028 pb Amocs5r
Amocs6ef 1158 pb Amocs1r
Amocs3f 736pb !mocs?-r

Figura 5. Fragmentos amplificados esperados de la secuencia de ADNc de amala23 con las distintas

combinaciones de cebadores.

El gen Ubiguitin (UBI) se ha utilizado como control positivo, ya que es un gen constitutivo (gen

de referencia o housekeeping gene). Este gen se expresa de manera constitutiva, es decir, se expresa

siempre, en todos los tejidos. Este es el encargado del metabolismo basico de la célula involucrados

en el buen funcionamiento celular. Los cebadores disefiados para UBI (Tabla 1, Anexo) amplifican

para un tamafo de 326 pb tanto en ADNc como en DNA genémico. La secuencia de UBI esta
depositada en la base de datos GenBank AJ792039. Como control negativo de PCR se ha utilizado

agua Milli-Q® autoclavada.
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Secuencia de UBI en A. majus (Manchado-Rojo, et. al, 2014):

>AJ792039 Antirrhinum majus whole plant Antirrhinum majus cDNA
clone 018 2 10 gll, mRNA sequence

CGAGGAAGAGATTATGAGGGACTTCAAAAGGTTGCAGCAGGACCCACCTGCGGGTATTAG
CGGTGCGCCACAGGATAACAATATTATGCTATGGAATGCTGTGATATTTGGCCCTGATGA
TACACCTTGGGATGGAGGTACGTTCAAATTGACCCTTCAATTCTCAGAAGATTATCCGAA
CAAGCCACCAACAGTCCGGTTTGTTTCGCGAATGTTCCATCCAAATATTTATGCCGATGG
AAGTATATGTTTGGACATCCTTCAAAATCAGTGGAGCCCCATATATGATGTTGCAGCTAT
ACTCACATCTGTTCAGTCACTGCTGTGCGACCCGAACCCCAATTCTCCTGCAAATTCTGA
AGCTGCTCGGTTATATAGTGAGAATAAACGAGATTATAACCGCAAAGTTAGGGAAGTAGT
GGAGCAAAGCTGGGCAGCCGACTAACCTTGGTGTTGGTGAATCACACAGGCAACTCGAAG
CCTAACCTGCTAAATTTGTTTCCGAAACTCAAGTTATGGTTTCGGTCCCTGTTGAGCTTC
TAGGTCTTGTAAGACTTGTCACCCTGTATCATGTATATTAGAGTTTTTTATGCAT

Una vez obtenido los productos de PCR se cargd en un gel de agarosa al 1%. Las condiciones
de las electroforesis fueron de 85 V durante 30 minutos. Una vez completada la electroforesis se
visualiz6 el gel bajo luz UV.

5.5 TPURIFICACION DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Una vez obtenido el producto de PCR, con el ADNc amplificado, se procedi6 a la purificacion
del mismo. Para ello, se utilizo el siguiente protocolo. En primer lugar, se llevo el producto de PCR a
90 pl con H,O. Después se afiadié 10 pl de acetato sdédico 3M (10%), 1 ul de glucdgeno y 80 ul
isopropanol. A continuacion, se mezclé todo en el vortex y se centrifugd a maxima velocidad durante
20 minutos. Posteriormente, se lavé el pellet (100 ul) con etanol al 70% (EtOH 70%) y se centrifugd
a maxima velocidad durante 5 minutos. Finalmente, se afiadié 25 ul de H,O.

Una vez realizada la purificacion, se cargé en un gel al 1%. Las condiciones de las electroforesis
fueron de 85 V durante 30 minutos. Una vez completada la electroforesis se visualizo el gel bajo luz
UV, para verificar que no se habia perdido el ADNc.

Posteriormente, se envié a secuenciar al Servicio de Apoyo a la Investigacién, Seccion de
Biologia Molecular de la Universidad de Murcia. La secuenciacion se ha realizado mediante la técnica
de electroforesis capilar basada en la metodologia de Sanger. Esta técnica implica una fragmentacion
del ADN a secuenciar y una amplificacion de los mismos por medio de una PCR. Posteriormente,
cada amplicén acabado en didesoxinucleétido se marca con un fluorocromo diferente. Después, cada
fragmento marcado se separa por tamafio por medio de electroforesis capilar, y estos segmentos
marcados fluorescentemente se detectan de manera automatizada, ofreciendo cromatogramas con la

secuencia ordenada de los fragmentos.
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5.6 ANALISIS BIOINFORMATICO

El disefio de cebadores fiables es crucial para una PCR exitosa, es por ello que se ha utilizado
para el mismo, el software opensource Primer3Plus, debido a que se ha manejado ampliamente para
aplicaciones de genémica de alto rendimiento. Este programa presenta modelos termodinamicos muy
precisos en el proceso de disefio del cebador, tanto para mejorar la prediccion de la temperatura de
fusién como para reducir la probabilidad de que los cebadores formen horquillas o dimeros. También
incluye un control muy preciso de la colocaciéon de los primers para mejorar la especificidad del
cebador (Untergasser et al., 2012). Para este trabajo, previamente se disefiaron manualmente varios
cebadores para amplificar distintas zonas al ser una secuencia de gran tamafio. Una vez disenados los
mismos, se introdujeron en la interfaz del programa Primer3Plus (http://primer3plus.com) junto a las

secuencias de ADNc de ama0a23 (la secuencia objeto), amale20y amaOcl5 en A. majus, para comprobar
la especificidad de los mismos, ya que la secuencia de aza0a23 presenta un gran parecido con amale20
y amaOcl5. La amplificacioén especifica del objetivo deseado requiere que los cebadores no tengan
coincidencias con otros objetivos en ciertas orientaciones y dentro de ciertas distancias que permitan
una amplificaciéon no deseada. Primer3Plus nos ofrece informacién detallada y especifica sobre los
cebadores disefiados como el tamafio de los mismos, porcentaje de GC, temperatura de fusion, el
tamafio de la secuencia amplificado y la ubicacion de los cebadores, entre otros parametros.

Para comprobar los resultados obtenidos con el programa anteriormente nombrado, también
se manejé otro software denominada Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Esta herramienta combina BLAST con un algoritmo de alineacién global para asegurar una
alineacion completa de cebador-objetivo y es lo suficientemente sensible para detectar objetivos que
tienen un numero significativo de desajustes con los cebadores. Primer-BLAST permite disefiar
nuevos cebadores especificos del objetivo en un solo paso, asi como verificar la especificidad de los
cebadores preexistentes. Este programa también permite la exclusion de las localizaciones de
polimorfismo de nucleétido simple (SNP) en los primers (Ye et al., 2012).

Para poder trabajar con archivos de las secuencias con formato .ab1 se ha utilizado el programa
Chromas. Este es un visualizador de sondeo libre para proyectos simples de secuenciacién de ADN
que no requieren el ensamblaje de multiples secuencias. Ademas, con este programa se ha exportado
las secuencias en FASTA.

Para comprobar que la secuencia de nucleétidos es la que se esperaba se ha utilizado el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). BLAST es
una herramienta bioinformatica que compara una secuencia problema (query sequence) de nucleétidos
con todas las secuencias de una Base de Datos para encontrar regiones de similitud local. También,
calcula la significacion estadistica de los resultados proporcionados.

Las alineaciones de secuencias multiples constituyen uno de los analisis bioinformaticos mas
ampliamente utilizados. Clustal W y Clustal X han sido los programas de alineaciéon multiple mas

utilizados desde finales de la década de 1990, siendo capaces de alinear los conjuntos de datos de
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tamafio mediano muy rapidamente y con un facil manejo (Larkin et al., 2007). En este trabajo, las
alineaciones de las secuencias se han realizado con el programa Clustal X 2.0. Este software es la nueva
version de la herramienta de alineacion grafica Clustal X, que permite una alineacién mas rapida de
conjuntos de datos muy grandes y aumenta la precision de la misma (Larkin et al., 2007) Esta version
tiene una interfaz grafica y esta disponible para Unix/Linux, Mac OS y Windows. Los alineamientos
de parejas son computados con un método de comparacion entre los fragmentos de la muestra y las
similitudes son guardadas en una matriz. Se pueden alinear las secuencias usando las configuraciones
por defecto, pero para este analisis se han personalizado los parametros.
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6 RESULTADOS

6.1 AMPLIFICACION DE AMAOAZ3EN A. MAJUS165E

Con la combinacion de los diferentes cebadores disefiados se amplificaron distintos fragmentos
de la secuencia de ADNc de ama0a23, con el fin de identificar posibles cambios moleculares en el
locus. En la Figura 6 se observan los productos de PCR amplificados con las distintas combinaciones
de cebadores. La banda amplificada con los cebadores Amocslf y Amocs4r presenta el tamafo
esperado 1221 pb (Figura 6A). En la Figura 6B se observa la banda amplificada de tamafio 714 pb con
Amocs4f y Amocslr. En la Figura 6C se aprecia la banda amplificada de tamafio 964 pb obtenida con
los cebadores Amocs5f y Amocs5r. El fragmento amplificado con Amocs6f y Amocs6r presenta un
tamafio de 962 pb (Figura 6D). En la Figura 6E se muestra la banda amplificada de tamafio 1028 pb
con Amocs1fy Amocs5r. La banda amplificada con Amocs6f y Amocslr presenta un tamafio dentro
del rango esperado, 1158 pb (Figura 6F). También se utilizaron los cebadores diseniados por Dudareva
et al. en 2003, en la Figura 6G se observa el tamafo del fragmento amplificado que se encuentra en el
rango esperado 736 pb.

El gen UBI se ha utilizado como control positivo, ya que se expresa de manera constitutiva.
Como se muestra en la Figura 6H este gen se expresa en las muestras de 165E, y amplifica el tamafio

esperado de 326 pb.
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165E1 165E2 C- 165E1 165E2 C- 165E1 165E2 C- 165E1 165E2 C-

1500 pb

1000 pb

500 pb

165E1 C- 165E1 165E2 (- | 250pb 165E1 165E2 C-

Figura 6. Gel de agarosa (1%) con los productos de PCR de dos muestras de 165E. A) Amplificados con los
cebadores Amocs1f y Amocs4r. Orden (izquierda-derecha): Ladder-165E1-165E2-C- (Control negativo). B)
Amplificados con Amocs4f y Amocslr. Orden (izquierda-derecha): Ladder-165E1-165E2-C- (Control
negativo). C) Amplificados con Amocs5f y Amocs5r. Orden (izquierda-derecha): Ladder-165E1-165E2-C-
(Control negativo). D) Amplificados con los cebadores Amocs6f y Amocs6r. Orden (izquierda-derecha):
Ladder-165E1-165E2-C- (Control negativo). E) Amplificados con los cebadores Amocs1fy Amocs5r. Orden
(izquierda-derecha): C-(Control negativo)-165E1- Ladder. I) Amplificados con los cebadores Amocs6f y
Amocslr. Orden (izquierda-derecha): Ladder-165E1-C-(Control negativo). G) Amplificados con los cebadores
Amocs3f y Amocs3r. Otrden (izquierda-derecha): ILadder-165E1-165E2-C- (Control negativo). H)
Amplificados con UBI. Orden (izquierda-derecha): Ladder-165E1-165E2-C- (Control negativo).

6.2 SECUENCIACION DE AMAOAZ3EN A. MAJUS 165E

De las muestras enviadas a secuenciar, solo se pudieron obtener cuatro pequefios fragmentos
de una calidad aceptable (30-60), debido a la débil sefial de la secuenciacion. El parametro calidad de
secuenciacién se refiere a la estimacion de la probabilidad de que cada uno de los nucleétidos
secuenciados sean erroneos. Una calidad de 30 es aceptable, ya que la probabilidad de error de lectura
de esa base es de 1/1000. Por tanto, secuencias con calidades por debajo de este parimetro son
rechazadas. En la Figura 7 se muestra un ejemplo del cromatograma de una secuencia obtenida por el
método automatico de secuenciacién mediante electroforesis capilar, basado en la metodologia de
Sanger. Cuando aparece la letra N significa que no ha sido posible determinar el nucleétido existente
en esa posicion de la secuenciacion. Los heterocigotos se suelen interpretar como N, esto también
ocurre con los alelos hipomorficos.
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Figura 7. Cromatograma de la segunda secuencia obtenida por el método automatico de secuenciaciéon de
Sanger. Cuando aparece la letra N significa que no ha sido posible determinar el nucleétido existente en esa
posicion de la secuencia.

En la Figura 8 se alinean los cuatro fragmentos secuenciados de la linea 165E con la secuencia
del ADNc de amaOa23 de A. majus cultivar Maryland True Pink (Ball Seed, West Chicago, IL)
(Dudareva et al., 2003).
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Figura 8. Alineamiento con ClustalX2 de los cuatro fragmentos secuenciados con buena calidad de la linea
165E con la secuencia de ADNc de (E)-B-ocimeno sintasa (aza0a23) de A. majus cultivar Maryland True Pink.
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De la secuenciaciéon se han obtenido dos zonas diferenciadas (Figura 9). La franja roja se
encuentra solapada por la secuencia 1y 2 (881-1254 pb), y la verde por la 3 y 4 (1400-1850pb).

881 1254 1400 1850

1 1902

Figura 9. Esquema de la secuencia de ADNc de awa0a23 en A. majus donde se aprecia los fragmentos obtenidos
de la secuenciacion. La franja roja solapada por la secuencia 1 y 2 (881-1254 pb), y la verde por la 3 y 4 (1400-
1850 pb).

Si se aprecia en detalle la franja roja (Figura 10) se puede observar, indicado con flechas naranjas,
que no ha sido posible determinar el nucleétido existente en esa posicion de la secuenciacion, ya que
las dos secuencias solapantes se han interpretado con N. Las flechas negras muestran una mutacion
por sustitucion. La franja verde (Figura 11) presenta caracteristicas similares a la anterior, aunque por
la base 35 las mutaciones pueden deberse a un error de secuenciacion.

Ama0a23 3
1lFragmento_Secuenciado @
2Fragmento_Secuenciado

AmaQa23 160
1Fragmento_Secuenciado @ 90
2Fragmento_Secuenciado 124
Ama0a23 GATAGATG GATGTC GATGAG IGRAGECG 240
1lFragmento_Secuenciado 90

2Fragmento_Secuenciado EGEEN

Ama0a23 320
1lFragmento_Secuenciado 90
2Frag to_S iado 284
Ama0a23 Gl GG G IGTGG] 374
1Fr to_Si iado 920
2Fragmento_Secuenciado ““liﬁmﬂﬂ 338

Figura 10. Detalle de la franja roja donde se alinean con ClustalX2 los fragmentos 1 y 2 (881-1254 pb) de la
linea 165E con la secuencia del ADNc de awa0a23 de A. majus cultivar Maryland True Pink. Las flechas naranjas
indican que no ha sido posible determinar el nucle6tido existente en esa posicion de la secuenciacion y las
negras una mutacion por sustitucion de una base. El signo * indica misma base.
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Figura 11. Detalle de la franja verde donde se alinean con ClustalX2 los fragmentos 3 y 4 (1400-1850pb) de la
linea 165E con la secuencia del ADNc de ama0a23 de A. majus cultivar Maryland True Pink. Las flechas naranjas
indican que no ha sido posible determinar el nucle6tido existente en esa posicion de la secuenciacion y las
negras una mutacioén por sustitucién de una base. El signo * indica misma base.

Para comprobar que la secuencia de nucleétidos de los 4 fragmentos obtenidos corresponde
realmente a la secuencia esperada ama0a23 se ha utilizado el programa BLAST. El primer fragmento
presenta una identidad del 100% con (E) -B-ocimeno sintasa (aza0a23) y mirceno sintasa (amale20 y
amaOc15). El segundo se identifica con amala23 en un 84%. El tercer producto secuenciado posee una
similitud del 92% con ama0a23 y del 89% con amale20 'y amaOcl5. Por tltimo, el cuarto segmento se
identifica con amale20'y amaOcl5 en un 87%. Este dltimo, al no identificarse con (E) -B-ocimeno, los
cambios de bases hallados se pueden deber a la diferencia entre estos tres genes, ya que amaOa23
presenta una similitud del 92% con amale20 y amaOcl 5.
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7 DISCUSION

La busqueda de genes implicados en la sintesis de olor y COVs es un factor importante que se
estudia en una variedad de plantas. La estructura genética implicada en el perfil de COVs esta
compuesta de genes estructurales, genes reguladores, como son los factores de transcripcion (FT)
(Klahre et al., 2011), y un gran nimero de enzimas.

En cultivos de interés agronémico, los aspectos relacionados con el olor, sabor y aroma son de
gran importancia, ya que juegan un papel fundamental en el control de plagas y enfermedades, y en la
atraccioén de polinizadores. Es por ello que se han realizado varias investigaciones relacionadas con la
defensa bidtica y abidtica en muchas plantas comerciales, como es el caso del arroz, Oryza sativa
(Chehab et al., 20006) por ser uno de los alimentos mas consumidos a nivel mundial.

Dentro de los COVs, los monoterpenos son de gran interés en investigacion, ya que son
componentes de los aromas florales que atraen polinizadores, y una de sus funciones principales es de
defensa directa o indirecta contra herbivoros y patégenos (Dudareva et al., 2014). Los isopropenoides
(E)-B-ocimeno y mirceno son muy valorados a nivel agronémico y genético, ya que contribuyen a los
olores florales de las especies vegetales (Dudareva et al., 2000). En _Anthirrinum se han identificado tres
genes monoterpenos sintasa: dos wirceno sintasa (amale20y amaOcl5) y (E)-f-ocimeno sintasa (amaOa23)
(Dudareva et al., 2003), cuyos productos de sintesis son mirceno y (E)-B-ocimeno. Amala23 presenta
una secuencia muy similar (92%) a otras dos sintasas de mirceno (amale20 'y amaOcl5), codificando
proteinas casi idénticas (Dudareva et al., 2003).

Se ha realizado un estudio en el que se analiza la estructura genética de la emision de olores en
dos especies de Antirrhinum, A. majus (la linea 165E) y A. linkianum, difiriendo en la emisiéon de cuatro
COVs, benzoato de metilo, metilcinamato, acetofenona y B-ocimeno (Weiss et al., 2016). En una
poblacién de A. majus (lalinea 165E) x A. linkianum, se muestra que los diferentes COVs anteriormente
mencionados, mostraron segregaciones mendelianas atribuibles a uno o dos genes. En la emision de
B-ocimeno se encontrd pequefias cantidades de éste volatil, indicando la presencia de un posible alelo
hipomorfico en 165E (Ruiz-Hernandez et al., 2017). En dicho estudio se prob¢ la hipétesis de un
unico gen segregado, teniendo en cuenta tres diferentes umbrales de emisién. Los mas estrictos
mostraron diferencias significativas respecto a una segregacion mendeliana 3:1 (p = 0,002953). Un
porcentaje menos conservador a niveles inferiores a 30 pg * flor' - 24 h' dio lugar a resultados
estadisticos aceptables (p = 0,9123). Utilizando el umbral estricto por debajo de 10 pg - flor” - 24 h,
también se encontré un posible modelo para una segregacion 13:3 (p = 0,1056) en la que entrarfan en
juego dos genes (Ruiz-Hernandez et al., 2017). La pérdida incompleta de la funcién, es decir, los alelos
hipomorficos débiles, puede dar lugar a segregaciones dificiles de interpretar como establecer un
umbral de emisién. De hecho, existen dos posibles modelos génicos para la sintesis de 3-ocimeno,
uno basado en un solo gen (aza0a23) (Dudareva et al., 2003), mientras que el segundo puede estar
basado en dos genes (Ruiz-Hernandez et al., 2017).
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En este trabajo, se ha pretendido explicar la reduccién de funcion del gen ama0Oa23 en 165E,
como responsable de los niveles bajos de emision de (E)-B-ocimeno en esta linea. Los resultados
obtenidos no han sido del todo reveladores, debido a que no se ha obtenido la secuencia completa.
En los fragmentos analizados se han obtenido muchos puntos de baja calidad. Esto probablemente
se debe a una amplificacion de dos o tres genes con los mismos cebadores que dan en los puntos de
polimorfismo un error de secuencia. También se han apreciado mutaciones por sustitucién en una
base, pudiendo explicar esto la pérdida parcial de funcién del gen. Uno de los fragmentos analizados
no ha presentado similitud con aza0a23, si no con los dos mircenos; por tanto, los cambios de bases
encontrados en esa franja pueden deberse a las diferencias de nucleétidos entre genes, al tratarse de
genes distintos. Pero se debe de tener en cuenta que, al ser secuencias tan similares y codificar a
proteinas casi idénticas, es muy complicado obtener unos resultados concluyentes debido a que, al
amplificar una secuencia objeto, se corre el riesgo de amplificar la que no es de interés, a pesar de
haber disefiado unos cebadores especificos. Debido al corto tiempo del TFM no se ha podido abordar
un protocolo de clonacién en vectores que hubiese permitido dilucidar los aspectos moleculares

discutidos.

En conclusion, de las dos franjas secuenciadas (881-1254 pb y 1400-1850 pb) dentro de la
secuencia de ama0a23, se pueden apreciar indicios de que estemos ante un alelo hipomorfico, debido
a los cambios de bases detectados. En consecuencia, a causa de que de las muestras enviadas a
secuenciar solo se pudieron obtener pequefios fragmentos de Optima calidad, no se ha podido
conseguir la secuencia completa de aza0a23 en 165E, por tanto no podemos concluir de manera
certera que los cambios de bases observados revelen que estamos ante la presencia de un alelo
hipomorfico en 165E. Asi pues, este trabajo sirve como precedente para estudios posteriores, ya que
es necesario realizar otros ensayos clonando los productos en un vector plasmidico, y poder asi
obtener una secuenciacion completa sin ruido de fondo ni de productos similares que puedan
oscurecer los resultados hallados.
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8 CONCLUSION

Los bajos niveles de emision del COV (E)-B-ocimeno en la linea 165E de A. majus puede ser
producto de la pérdida incompleta de funcién del gen ama0a23, debido a mutaciones por sustitucion

de nucledtidos en su secuencia.

A pesar de estas conclusiones, es necesario realizar estudios posteriores para poder recabar datos

adicionales que permitan aceptar o rechazar la hipétesis de alelos hipomorficos en 165E.
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ANEXO I: DISENO DE CEBADORES

Tabla 1. Cebadores especificos disefiados en base a la secuencia de amaOa23. La nomenclatura seguida es la
siguiente: primero las siglas del material vegetal (Am, Antirrhinum majus) seguido del gen para el cual esta
disefiado el cebador, después el nimero es para diferenciarlos entre si y finalmente si se trata del cebador directo

(-f, forward) o del cebador inverso (-1, reverse).

Cebadores Secuencias Referencia

Amocsl1f 5"-TTTTTCTCCAAAAACGTATCATACACAAATATC-3" Propio

Amocslr 5 -CTTATTAAAGTAAGACGATGATCACACTATTATC-3" Propio

Amocs4f 5" -GACTAGTCAAAAAATTTATGAAAAATATGGACA-3" Propio

Amocsdr 5 -TGTCCATATTTTTCATAAATTTTTTGACTAGTC-3" Propio

Amocs5f 5" -GGTGCAGTGCTTCCTTTTTC-3" Propio

Amocs5r 5" -CCACGGATTTAGTGAGCTCC-3" Propio

Amocs6f 5" -GAGCATCGCAAGATTCACTG-3" Propio

Amocs6r 5" -GAGGAACCATCCTTGCAAAA-3’ Propio

Amocs3f 5 -TATTTCATAACACGAGTAAACATG-3" (Dudareva et al., 2003)
Amocs3t 5"- ACTTGCAAATCCATCAGGGC-3’ (Dudareva et al., 2003)
AmUDbif 5" -GCCGATGGAAGTATATGTTTIG-3" (Manchado-Rojo et al. , 2014)
AmUbir 5" -CAAGTCTTACAAGACCTAGAAGCTC-3" (Manchado-Rojo et al. , 2014)

Tabla 2. Tamafio de amplificacién esperado y condiciones de PCR de las diferentes combinaciones de
cebadores.

Condiciones PCR

. ., Tamafo del Temperatura Tiempo
Combinacion de p p

cebadores producto alineamiento  extensiéon N° Ciclos
(pb) 0 (s)
Amocs1f-Amocsdr 1221 60 15 35
Amocs4f-Amocslr 714 60 1 35
Amocs5f-Amocs5r 964 60 1 35
Amocs6f-Amocs6r 962 60 1 35
Amocs1f-Amocs5t 1028 60 15 35
Amocs6f-Amocs1r 1158 60 15 35
Amocs3f-Amocs3r 736 52 1 30
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ANEXO II: ALINEAMIENTO

Anexos

AmUbi

AmUbiFor
AmUbiRev

AmUbi
AmUbiFor

AmUbiRev

AmUbi
AmUbiFor

AmUbiRev

AmUbi
AmUbiFor

AmUbiRev

AmUbi
AmUbiFor

AmUbiRev

AmUbi

AmUbiFor

AmUbiRev

AmUbi
AmUbiFor

AmUbiRev

AmUbi
AmUbiFor
AmUbiRev

80

160

240

320
21

400
21

480
21

Figura 12. Alineamiento de A»Ubi frente a sus cebadores con el programa ClustalX2.
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AmaOa23 80
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 GAG! G 3 GETC GTAGATGG 160
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 GAGATGTCGG GG GRATG 4 BEG 240
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 ( e GG, GG 3| G Gi 320
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 SBG GTGG; { G GAAGGAGATTGAAG 400
Amocslf-For 33
Amocs4r—-Rev

Ama0a23 GAT( G e G GCACGACG' e 480
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 GATGAGACAGCATGGACG 3 ; G C e € 560
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 SBGG GRRGEGG GEBGGHGRACC 640
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 GABGCAC Geec le 5 > 720
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 ( GAG| C GIAGBG 800
Amocs1lf-For 33
Amocs4r-Rev

AmalOa23 GAGAGCTAC GATGG G GTTG 880
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 GTGGTGGAATGAG ¢ GEAC GCAAGG e’ GH(C GEG 960
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 GTCGATGG G >TGGHG GTGE 1040
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev

Ama0a23 1120
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev
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AmaOa23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev

Ama0a23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev 33

AmaOa23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev 33

AmaOa23
Amocslf-For
Amocs4r—-Rev 33

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev 33

Amala23 C
Amocslf-For
Amocs4r-Rev 33

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev 33

AmaQa23 G GG! STCGTG 5" Gl G G 1840
Amocslf-For 33
Amocs4r-Rev 33

Ama0a23
Amocslf-For
Amocs4r-Rev 33

Figura 13. Alineamiento de amaOa23 frente a los cebadores Amocs1f y Amocs4r con el programa ClustalX2.
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AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

80

AmaQa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

160

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

240

AmaQa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

320

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr—-Rev

400

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

AmaQa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

560

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

640

AmaQa23 €
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

720

AmaQa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

800

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

880

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

960

AmaQa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

1040

AmaOa23
Amocs4f-For
Amocslr-Rev

1120
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Ama0a23 1200

Amocs4f-For 12

Amocslr-Rev

Ama0a23 1280

Amocs4f-For 33

Amocslr—-Rev

Ama0a23 GGTETG! SAGTETC GEG GGAGRACGAGAAGGTGAG GG 1360

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev

Ama0a23 GTGGTGI GGG 5GTIGG GAGG SAG > > 1440

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev

Ama0a23 GGGHTGT( G 1520

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev

Ama0a23 GG GATTG GAAAGAG G GAGCATG GG G 1600

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev

AmaOa23 GTAG GG e 3 G C 1680

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev

Amala23 Gi G GGATGG 5 GACGAGG G Gi G 1760

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev

Ama0a23 G GTTG G GTCGTG Gi GTTTGETCG 1840

Amocs4f-For 33

Amocslr—-Rev

Ama0a23 e [e G G G 1902

Amocs4f-For 33

Amocslr-Rev [ C e] 34

Figura 14. Alineamiento de amaOa23 frente a los cebadores Amocs4f y Amocs1r con el programa ClustalX2.
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AmaQa23 80
Amocs5f-For 80
Amocs5r—Rev 80
AmaOa23 160
Amocs5f-For 160
Amocs5r-Rev 160
Ama0a23 240
Amocs5f-For 240
Amocs5r—-Rev 240
Ama0a23 320
Amocs5f-For 320
Amocs5r—-Rev 320
Ama0a23 400
Amocs5f-For 400
Amocs5r-Rev 400
Ama0a23 480
Amocs5f-For 480
Amocs5r—-Rev 480
Ama0a23 560
Amocs5f-For 560
Amocs5r-Rev 560
Ama0a23 640
Amocs5f-For 640
Amocs5r—-Rev 640
Ama0a23 G 720
Amocs5f-For 720
Amocs5r—-Rev 720
Ama0a23 800
Amocs5f-For 800
Amocs5r—-Rev 800
Ama0a23 880
Amocs5f-For 880
Amocs5r-Rev 880
Ama0a23 960
Amocs5f-For 960
Amocs5r—-Rev 960
Ama0a23 1040
Amocs5f-For 1040
Amocs5r-Rev 1040
Ama0a23 GATGTG! G GAAGCCG' G 1120
Amocs5f-For 1120
Amocs5r—-Rev 1120
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Ama0a23 GTTGEELG GAAGATGTG G G 1200
Amocs5f-For 1200
Amocs5r—-Rev 1200
Ama0a23 3G G G GIGTAGTG GEGE 1280
Amocs5f-For 1280
Amocs5r-Rev 1280
Ama0a23 ( GTCTG! GHG GGAGRACGHAGANGGTGAG GG 5 1360
Amocs5f-For 1360
Amocs5r—Rev 1360
Amal0a23 G G ] G 5G GHGG! GAG {e GG 1440
Amocs5f-For 1440
Amocs5r-Rev 1440
Amala23 G GGATGTC GAATGAG G 1520
Amocs5f-For 1520
Amocs5r—Rev 1520
AmaOa23 GAAAGAG GETG GHEGEATG 3 1600
Amocs5f-For 1600
Amocs5r—Rev 1600
AmaQa23 GTAG GRATGG! e C 34 lele CEARGEEGE 1680
Amocs5f-For 1680
Amocs5r-Rev 1680
AmaOa23 G GACGAGG G GAC 5 1760
Amocs5f-For 1760
Amocs5r—-Rev 1760
AmaQa23 C GTTGTCGG] 5! 1840
Amocs5f-For 1840
Amocs5r-Rev 1840
Amala23 Gi e { GTGTG] G 1902

Amocs5f-For 1902

Amocs5r—Rev 1902

Figura 15. Alineamiento de amzaOa23 frente a los cebadores Amocs5f y Amocs5r con el programa ClustalX2.
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AmaOa23 80
Amocs6f-For

Amocs 6r—-Rev

Ama0a23 160
Amocs6f-For

Amocs 6r—-Rev

AmaOa23 240
Amocs6f-For

Amocs 6r—Rev

Ama0a23 320
Amocs6f-For

Amocs6r—-Rev

Ama0a23 400
Amocs6f-For

Amocs 6r—Rev

AmaOa23 480
Amocs6f-For

Amocs 6r—-Rev

Ama0a23 560
Amocs6f-For

Amocs 6r—-Rev

AmaOa23 640
Amocs6f-For

Amocs 6r—Rev

Ama0a23 C 720
Amocs6f-For

Amocs 6r—-Rev

Ama0a23 800
Amocs6f-For 20
Amocs6r—Rev

Ama0a23 GAGAGCTAC GATGG G GTTG 880
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—Rev

AmaOa23 GTGGTGGARATGAG G GARC Gi GG e GA(C GTG 960
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—-Rev

Ama0a23 GTCGATGG G STGGAC GTGE 1040
Amocs6f-For 20
Amocs6r-Rev

Ama0a23 GATG G GATGHC GARGCCG! G 1120
Amocs6f-For 20

Amocs 6r—Rev
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Ama0a23 GTTG! G GAAGATGTG 5 1200
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—-Rev

Ama0a23 C GG| G G GIGTAGTG GEGEG 1280
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—Rev

Ama0a23 G GTCT GEG GHG GGAGRACGAG 1360
Amocs6f-For 20
Amocs6r—Rev

AmaOa23 GTGGTG GGG GAG ' 1440
Amocs6f-For 20
Amocs6r-Rev

Ama0a23 L G GG G. GGGATG! G GAG GG G 1520
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—Rev

AmaQa23 GG G GAG GCTG SAG GG 1600
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—Rev

Ama0a23 GTAG! G G ) GG 3 1680
Amocs6f-For 20

Amocs6r—Rev

AmaQa23
Amocs6f-For
Amocs 6r—-Rev

Ama0a23 ¢ GTEGTG 5 1840
Amocs6f-For 20
Amocs 6r—-Rev 20
AmaOa23

Amocs6f-For

Amocs 6r—Rev 20

Figura 16. Alinecamiento de amzaOa23 frente a los cebadores Amocs6f y Amocs6r con el programa ClustalX2.
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Ama0a23 80

Amocslf-For 33

Amocs5r—-Rev

Ama0a23 GAG! G 3 GETC GTAGATGG 160

Amocs1lf-For 33

Amocs5r—-Rev

Ama0a23 GAGATGTCGG GG GRATG 4 BEG 240

Amocslf-For 33

Amocs5r-Rev

Ama0a23 ( e GG, GG 3| G Gi 320

Amocslf-For 33

Amocs5r-Rev

ama0a23 SBG GIGG! { G GAAGGAGATTGAAG 400

Amocslf-For 33

Amocs5r—-Rev

Ama0a23 GAT( G e G GCACGACG' e 480

Amocslf-For 33

Amocs5r-Rev

Ama0a23 GATGAGACAGCATGGACG 3 ; G C e € 560

Amocslf-For 33

Amocs5r-Rev

Ama0a23 SAGG GAAGEGG GABGGRGRRCC 640

Amocslf-For 33

Amocs5r-Rev

Ama0a23 GABGCAC Geec le 5 > 720

Amocslf-For 33

Amocs5r-Rev

Ama0a23 ( GAG| C GIAGBG 800

Amocs1lf-For 33

Amocs5r—-Rev

Ama0a23 GAGAGCTAC GATGG G GTTG 880

Amocslf-For 33

Amocs5r—-Rev

Ama0a23 GTGGTGGARTGHAG C GRAC GCAAGG e) GHC GEG 960

Amocslf-For 33

Amocs5r—-Rev

AmaQa23

Amocslf-For

Amocs5r—Rev

AmaOa23

Amocslf-For

Amocs5r-Rev 20
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AmaOa23
Amocslf-For
Amocs5r—-Rev 20

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs5r-Rev 20

AmaOa23
Amocslf-For
Amocs5r—Rev 20

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs5r-Rev 20

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs5r—Rev 20

AmaOa23
Amocslf-For
Amocs5r—-Rev 20

Amala23 C
Amocslf-For
Amocs5r—-Rev 20

Ama0a23
Amocslf-For
Amocs5r—-Rev 20

Ama0a23 GTT! GTEGTG G! Gl G G 1840
Amocslf-For 33
Amocs5r-Rev 20

AmaQa23
Amocslf-For
Amocs5r-Rev 20

Figura 17. Alineamiento de amaOa23 frente a los cebadores Amocs1f y Amocs5r con el programa ClustalX2.
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AmaOa23 80
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Ama0a23 160
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

AmaOa23 240
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Ama0a23 320
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Ama0a23 400
Amocs6f-For

Amocslr—-Rev

AmaOa23 480
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Ama0a23 560
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

AmaOa23 640
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Ama0a23 C 720
Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Ama0a23 800
Amocs6f-For 20
Amocslr-Rev

Ama0a23 GAGAGCTAC GATGG G GTTG 880
Amocs6f-For 20
Amocslr-Rev

AmaOa23 GTGGTGGARATGAG G GARC Gi GG e GA(C GTG 960
Amocs6f-For 20
Amocslr-Rev

Ama0a23 GTCGATGG G STGGAC GTGE 1040
Amocs6f-For 20
Amocslr-Rev

Ama0a23 GATG G GATGHC GARGCCG! G 1120
Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev
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Ama0Oa23 G GTTG| ! GAAGATGTG G 1200

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 3 3 STGG GTGTAGTG! GEGE 1280

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 ( SAGTCTC GGAGAACGAGAAGGTGAG 1360

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 GTGGIGI 5 GAGG! SAG > GGG 1440

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 GGGHTGTG| E G 1520

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 GGl G G G GAG GCTG GAG| G GGl G 1600

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 GTAG GRATGG| e 3 G| GG G GBEGE 1680

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Amala23 G GG 5 GACGHGG G G| €] G 1760

Amocs6f-For 20

Amocslr-Rev

Ama0a23 3 GTCGCTG 1840

Amocs6f-For 20

Amocslr—-Rev

Ama0a23

Amocs6f-For

Amocslr-Rev

Figura 18. Alineamiento de amaOa23 frente a los cebadores Amocs6f y Amocs1r con el programa ClustalX2.
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AmaOa23 80

Amocs3f-For

Amocs3r-Rev

Ama0a23 160

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev

Ama0a23 GAGATGTCGG GG| G G ; TTG 240

Amocs3f-For 24

Amocs3r—Rev

Ama0a23 320

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev

Ama0a23 400

Amocs3f-For 24

Amocs3r—-Rev

AmaOa23 480

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev

Ama0a23 560

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev

AmaOa23 640

Amocs3f-For 24

Amocs3r—-Rev

Ama0a23 C 720

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev

Ama0a23 800

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev

AmaOa23 880

Amocs3f-For 24

Amocs3r—-Rev 20

AmaOa23 GTGGTGGARATGAG G GARC Gi GG e GA(C GTG 960

Amocs3f-For 24

Amocs3r-Rev 20

AmaQa23

Amocs3f-For

Amocs3r-Rev 20

AmaOa23

Amocs3f-For

Amocs3r—-Rev 20

65



Determinacion de alelos hipomorficos de

. . o A Anexos
ocimeno sintasa en Antirrhinum majus

AmaOa23
Amocs3f-For
Amocs3r-Rev 20

AmaQa23
Amocs3f-For
Amocs3r—-Rev 20

AmaOa23
Amocs3f-For
Amocs3r—-Rev 20

AmaOa23
Amocs3f-For
Amocs3r-Rev 20

AmaQa23
Amocs3f-For
Amocs3r-Rev 20

AmaQa23
Amocs3f-For
Amocs3r—Rev 20

AmaQa23 C
Amocs3f-For
Amocs3r-Rev 20

AmaQa23
Amocs3f-For
Amocs3r-Rev 20

AmaQa23
Amocs3f-For
Amocs3r-Rev 20

Ama0a23 l G GT G G 1902
Amocs3f-For 24
Amocs3r-Rev 20

Figura 19. Alineamiento de amaOa23 frente a los cebadores Amocs3f y Amocs3r con el programa ClustalX2.
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