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Acréonimos y abreviaturas

CPM: Cuentas por millén.

CV: Coeficiente de variacion.

DEG: Gen expresado diferencialmente.

DSI: Autoincompatibilidad dialélica (Diallelic Self-Incompatibility).

FDR: Tasa de falsos positivos.

GO: Ontologia génica (Gene Ontology).

GSI: Autoincompatibilidad gametofitica (Gametophytic Self-Incompatibility).
NGS: Secuenciacion de nueva generacidon (Next Generation Sequencing).
PCA: Analisis de componentes principales.

PSV: Vacuola de almacenamiento de proteinas.

SI: Autoincompatibilidad (Self-Incompatibility).

SSI: Autoincompatibilidad esporofitica (Sporophytic Self-Incompatibility).

SSP: Proteinas de almacenamiento de la semilla.
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Resumen/Abstract

El olivo (Olea europaea) tiene una gran importancia socioeconémica debido a la pro-
duccion de aceite y aceitunas de mesa. Espafa es el primer productor mundial y, de las
272 variedades presentes en nuestro pais, Picual es la mas cultivada. Pese a su relevan-
cia, aun hay aspectos de su biologia que no se conocen en profundidad y que son impor-
tantes, por ejemplo, para mejorar la produccion y aprovechar los huesos desechados en
la extraccidon del aceite. En este trabajo, hemos demostrado que las variedades se pare-
cen mas entre si que al acebuche. También caracterizamos el transcriptoma del polen de
Picual incluido el desarrollo del tubo polinico, asi como los procesos biolégicos implicados
en ello. Hemos determinado dos genes que podrian coordinar el crecimiento del tubo poli-
nico y la respuesta al estrés abiotico, y otro que parece tener claras implicaciones regula-
doras durante todo del desarrollo del tubo polinico. Ademas, identificamos y analizamos
los perfiles de expresion de los genes de Picual que codifican los alérgenos de olivo cono-
cidos hasta la fecha. También caracterizamos el transcriptoma de la semilla madura de Pi-
cual, donde se ven los procesos biolégicos del endospermo que nutren el embrion, y el
establecimiento de la polaridad embrionaria. Por ultimo, creamos un atlas de olivo
(OliveAtlas) donde se podran consultar los datos de expresion de Picual de este trabajo.

The olive tree (Olea europaea) is of great socioeconomic importance due to the produc-
tion of oil and table olives. Spain is the world's leading producer and, of the 272 varieties
present in our country, Picual is the most cultivated. Despite its relevance, there are still
aspects of its biology that are not fully understood and that are important for agriculture, for
example, to improve yield and take advantage of pits discarded in oil extraction. In this
work, we have shown that the varieties are more similar to each other than to the oleaster.
We also characterized the transcriptome of Picual pollen including the pollen tube develop-
ment, as well as the biological processes involved. We have found two genes that may re-
gulate pollen tube growth and response to abiotic stress, and another that seems to have
clear implications in the process of pollen tube development. In addition, we identified and
analyzed the expression profiles of the Picual genes that encode the olive allergens known
to date. We also characterized the transcriptome of the mature Picual seed, where the bio-
logical processes of the endosperm that nourish the embryo, and the establishment of em-
bryonic polarity are seen. Finally, we created an olive atlas (OliveAtlas) where the Picual

expression data from this work can be consulted.
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1. Introduccién

1.1. El olivo: un modelo de interés

El olivo (Olea europaea) es una planta lefiosa dicotiledénea de hoja perenne que perte-
nece a la familia Oleaceae, que comprende entre 24 y 27 géneros (https://eol.org) y perte-
nece a las angiospermas (plantas con flores). El género Olea incluye alrededor de 40 es-
pecies, la mayoria arbustos o arboles. De todas ellas, Olea europaea es la unica con fru-
tos comestibles (Consejo Oleicola Internacional 1996). Dentro de esta especie se recono-
cen seis subespecies: O. europaea subsp. laperrinei, presente en las montanas del Saha-
ra; O. europaea subsp. cuspidata, proceden del sur y el este de Africa, Peninsula Arabiga
y Asia Central; O. europaea subsp. guanchica, de las Canarias; O. europaea subsp. cera-
siformis, de Madeira; O. europaea subsp. maroccana, localizada en las montafas de Aga-
dir (Marruecos) y O. europaea subsp. europaea, que se trata de la planta cultivada y se
distribuye principalmente por la Cuenca del Mediterraneo y algunos puntos del suroeste
de Europa (Talavera et al. 2017). Esta ultima no se conoce en la naturaleza y se le consi-
dera un antiguo cultigen (Green 2002).

El olivo es autéctono de la Cuenca del Mediterraneo y constituye un complejo de for-
mas silvestres (O. europaea var. sylvestris o también conocido como Olea oleaster o ace-
buche) y cultivares clasificados como O. europaea var. europaea (Olea sativa) (Terral et
al. 2004; Baldoni et al. 2006). Se da por hecho que ha sido explotado durante al menos
19.000 anos (Besnard et al. 2001), ya que se ha descrito el uso del olivo silvestre en dife-
rentes partes de la Cuenca del Mediterraneo durante el Neolitico. Se cree que su domesti-
cacion ocurrié hace al menos unos 7.000 afios en Oriente Proximo a partir del acebuche
(Diez et al. 2015; Langgut and Garfinkel 2022) y que se extendié desde el este hasta el
oeste de la cuenca mediterranea con las migraciones humanas (Breton et al. 2009).

Se estima que en el mundo hay mas de 2.000 variedades de olivo (Consejo Oleicola In-
ternacional 1996; Breton et al. 2009). El cultivo se propaga por esquejes o injertos, por lo
que los cultivares son clones (Breton et al. 2009). En Espafia existen 272 variedades dife-
rentes, pero las mas extendidas se limitan a 24, que abarcan mas de 2 millones de hecta-
reas. De todas ellas, la variedad Picual es la mas cultivada con 900.000 hectareas
(Talavera et al. 2017) entre las provincias de Jaén, con presencia en el 97 % de su super-
ficie olivarera, Granada y Coérdoba (Consejo Oleicola Internacional 2000). También son re-

levantes las variedades Cornicabra, Hojiblanca y Lechin de Sevilla (Sanz-Cortés et al.
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2002).

En el area mediterranea tiene una gran importancia a nivel social y econdémico
(Carmona 2020) debido a su cultivo extendido y a que de su fruto derivan dos productos
principales: las aceitunas de mesa y el aceite de oliva (Rallo et al. 2018). El olivo es un
cultivo oleicola muy importante por su alta productividad y por la calidad de su aceite
(Alché, et al. 2006), que tiene potenciales beneficios para la salud humana (Jiménez-Ruiz
et al. 2020). Ademas, sus ramas pueden ser utilizadas para alimentar al ganado y su ma-
dera es de interés como lefia y en ebanisteria.

En la actualidad, su cultivo ocupa mas de 11 millones de hectareas en todo el mundo,
de las que un 98 % se localizan en la Cuenca del Mediterraneo (Rallo et al. 2018) y un
21 % en Espana, lo que convierte a nuestro pais en el primer productor mundial. Por lo
tanto, dadas las repercusiones socioecondmicas que tiene el olivo, esta claro que es un

modelo de estudio en el que debemos profundizar.

1.2. Genomica del olivo

En 2016 se publico la primera secuencia de un genoma completo de olivo
(Cruz et al. 2016): un individuo con mas de 1.200 afos de la variedad Farga
(subsp. europaea) cuyo interés economico es escaso, aunque tiene interés cientifico por
su antigiedad. Al afio siguiente, el consorcio internacional del genoma de olivo (IOGC)
publicé la secuencia del genoma de un acebuche (subsp. sylvestris) de Oriente Medio
(Unver et al. 2017). Desde la Universidad de Jaén se ha coordinado la secuenciacion de
la variedad Picual (subsp. europaea), cuyo borrador aparecié en 2020 (Jiménez-Ruiz et al.
2020), y un afo después ha aparecido el genoma de la variedad Arbequina
(subsp. europaea) secuenciado desde China (Rao et al. 2021). Este mismo afio se ha pu-
blicado un quinto genoma de la primera variedad de la subespecie cuspidata
(Wang et al. 2022).

El genoma haploide del olivo se ha organizado en 23 cromosomas, con un tamafio que
oscila entre las 1,31 Gb de Farga, y las 1,68 Gb de Picual, con un 51-63 % de secuencias
repetitivas. Se han descrito entre 50.000 y 80.000 modelos de gen, de los que solo 47.124
tienen respaldo por RNA-seq. Antes de que aparecieran estos genomas ya se habian he-
cho analisis de expresion masiva de distintos tejidos, interacciones con patégenos, sinte-
sis de aceite, maduracién del fruto e incluso el desarrollo de la flor (Alagna et al. 2016,
2019), donde se describen genes que parece intervenir incluso en la interaccion entre el

polen y el pistilo de olivo. Pero queremos destacar el transcriptoma reproductivo de la va-
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riedad Picual publicado por nuestro laboratorio (Carmona et al. 2015). Debido a estos

avances ya tenemos referencias fiables para hacer analisis bioinformaticos con el olivo.

1.3. Sistemas de autoincompatibilidad

En las angiospermas, grupo al que pertenece el olivo, uno de los mecanismos que ayu-
da al mantenimiento de la diversidad genética es la autoincompatibilidad que impide la au-
tofecundacion mediante la discriminacion entre el polen propio y el no propio
(Mufoz-Sanz et al. 2020). Este mecanismo se ha descrito para las gramineas, donde se
basa en dos locus, Sy Z, que son polialélicos, lo que implica que la reaccién incompatible
solo se da si los dos alelos del grano de polen coinciden con los del pistilo receptor
(Klaas et al. 2011). En cambio, en el caso de las Brasicaceas, que es el modelo de autoin-
compatiblidad por antonomasia, esta controlada solo por el locus S (Yamamoto and Nishio
2014). Ademas, el polen en su superficie, sobre la exina, lleva restos del tapete de la an-
tera pertenecientes a la planta que lo formd, lo que también influye a la hora de que la
planta receptora acepte o rechace el polen en funcion de su genotipo. Al primer mecanis-
mo se le denomina sistema de autoincompatibilidad gametofitica (GSI) y el segundo se
conoce como sistema de autoincompatibilidad esporofitica (SSI). No hay consenso sobre
el tipo de autoincompatibilidad que presenta el olivo, pero se ha visto que suele permitirla
germinacién de su propio polen para acabar rechazandolo mas adelante si no llega el po-
len de otra variedad (Cuevas Gonzalez 2017).

Un gran numero de estudios han intentado caracterizar el sistema de reproduccion del
olivo, sin que se haya llegado a ningun modelo de consenso al respecto. En esta especie,
incluso los detalles biolégicos mas basicos de la autoincompatibilidad estan sin resolver y
no sabemos si esta bajo control GSI o SSI (Saumitou-Laprade et al. 2017a). Algunos estu-
dios afirman que en el olivo predomina la SSI (Breton and Bervillé 2012; Breton et al.
2014; Koubouris et al. 2014), lo que significaria que el grano de polen llevaria los dos de-
terminantes especificados por el arbol del que procede el polen y el arbol polinizado no
llevaria ninguno de esos (a menos que exista dominancia entre los dos alelos S en el ma-
cho). Otros, consideran que es de tipo GSI (Irene et al. 2010), que implicaria que el grano
de polen albergaria uno de los dos determinantes de la planta del que procede el polen y
si se posa en el estigma de una flor de un individuo portador del mismo determinante, no
se logra la fecundacién porque se desencadena una reaccién autoincompatible que pro-
voca el bloqueo del crecimiento del tubo polinico (Breton et al. 2014).

La tendencia mas apoyada hasta el momento era la de tipo SSI, pero, recientemente,
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un grupo de autores (Saumitou-Laprade et al. 2017b) propuso una nueva vision que pare-
ce cada vez mas acertada para la autoincompatibilidad del olivo: el sistema de autoincom-
patibilidad dialélica (DSI por sus siglas en inglés, diallelic self-incompatibility) homomorfico
(Besnard et al. 2020; Mariotti et al. 2021). Parece que esta DSI no es frecuente en otras
plantas (Alagna et al. 2019), y que en el olivo solo existirian dos genotipos de incompatibi-
lidad, siendo todos los individuos de un grupo determinado incompatibles entre si y total-
mente compatibles con todos los individuos del otro grupo. Se cree que este sistema DSI
se origind en un ancestro de las Oleaceas. Se ha estudiado en Phillyrea angustifolia y
Fraxinus ornus, que pertenecen a la misma subtribu (Oleinae) que el olivo. Estos mismos
autores confirmaron que los tres géneros (Olea, Phillyrea y Fraxinus) comparten el mismo
sistema de autoincompatibilidad. No obstante, existen variedades de olivo que si son au-
tofertilizables y tendrian un sistema de seudo-auto-incompatibilidad (Alagna et al. 2019).

A falta de caracterizacion de genes que intervienen en el DSI del olivo, el sistema de
SSI del género Brassica esta bien estudiado y se han descrito seis genes (tabla 1) impor-
tantes en este proceso (Yamamoto and Nishio 2014). La SSI esta controlada por el locus
S vy, en el caso de las Brasicaceas, se han descrito los genes S-locus receptor kinase
(SRK) en el estigma y su ligando en la exina del polen S-locus cysteine rich protein/S-lo-
cus protein 11 (SCR/SP11), aunque se sintetiza en la antera. En la autopolinizacion, la
SRK del estigma interactua con la SCR de la exina y da lugar a la autoincompatibilidad y
se activa una sefalizacion en la que intervienen el gen M-locus protein kinase (MLPK), el
Arm repeat-containing (ARC1) y la Thioredoxin H-Like (THL1). Por ultimo, se ha descrito
un tercer gen, el S-locus glycoprotein (SLG) en el locus S, pero su papel en la autoincom-

patibilidad no esta claro (Yamamoto and Nishio 2014).

Tabla 1. Genes que regulan la autoincompatibilidad esporofitica en Brassica.

Organismo en el que se ha

descrito UniProt

Gen Funcioén

SRK S-locus receptor kinase Brassica oleracea Q93YKO

L ) Brassica oleracea
SCR S-locus cysteine rich protein Q9SE19
(en las anteras)

MLPK M-locus protein kinase Brassica campestris Q75W78
ARCA1 Arm repeat-containing Brassica oleracea Q84WXO0
THL-1 Thioredoxin H-Like Brassica napus P68177
SLG S-locus glycoprotein Brassica napus Q6SV9I2

6 EXPLORACION FUNCIONAL Y ALERGENICA DE LOS TEJIDOS REPRODUCTIVOS DEL OLIVO
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Otro mecanismo descrito en las plantas que dificulta la autofecundacién es la dicoga-
mia, o sea, la maduracion separada en el tiempo de los 6érganos sexuales masculinos y
femeninos de la flor . Se puede dar una protoginia, si precede la funciéon femenina, o una
protandria si lo hace la masculina. En el olivo se da la segunda, por lo que las anteras se
abren y liberan su polen antes de que el estigma sea receptivo (Cuevas Gonzalez 2017).

El olivo es capaz de formar flores hermafroditas, pero también flores estaminadas
(masculinas) incapaces de fructificar. Su polinizacién es anemdfila, lo que explica la pro-
duccién de tanto polen (una media de 116.240 granos de polen por flor) y su difusion a

grandes distancias (Cuevas Gonzalez 2017).

1.4. Reproduccion del olivo

El olivo, como las demas angiospermas, tiene un ciclo de vida haplodiplonte donde se
alternan las fases gametofitica haploide y esporofitica diploide. Los gametofitos masculi-
nos (granos de polen) y femeninos (6vulos) se desarrollan a través de una serie de divi-
siones mitéticas de las esporas haploides, que se producen cuando las células esporofiti-
cas dentro de la antera (macho) y la ovocélula (hembra) sufren meiosis (Qin et al. 2009)
(figura 1). Las cuatro microsporas haploides del polen se asocian en una tétrada, pero se
separan y experimentan vacuolacion y expansion, y el nucleo de la microspora migra ha-
cia la pared celular (Rutley and Twell 2015). En esta disposicién, sufre una mitosis asimé-
trica (mitosis polinica I) para producir la célula vegetativa que envuelve a una célula gene-
rativa mas pequena (Qin et al. 2009). La célula vegetativa no vuelve a dividirse, pero for-
mara el tubo polinico. Sin embargo, la célula generativa sufre una segunda mitosis (mito-
sis polinica Il) que da lugar a dos gametos masculinos. EI momento de esta mitosis varia
en las diferentes familias de plantas: lo mas habitual es que suceda durante el crecimiento
del tubo polinico (McCormick 2004), aunque en el caso de las gramineas se da dentro de
la antera. Esta claro que el estudio detallado del mecanismo de autoincompatibilidad que
rige la reproduccion del olivo es interesante para optimizar el rendimiento de produccion
de frutos.

Las angiospermas han desarrollado dos estrategias principales para la interaccidon po-
len-pistilo: especies con estigmas secos, cuyas plantas modelos son Arabidopsis y el
arroz, y especies con estigmas humedos entre las que se encuentran las solanaceas y el
olivo (Quiapim et al. 2009). Para que haya fecundacion, el polen deshidratado debe llegar
a un estigma compatible, que tiene una alta actividad de peroxidasas y esterasas

(Rejon et al. 2012), y entra en contacto con el exudado estigmatico, se hidrata y se esti-
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mula la emergencia del tubo polinico (Kessler et al. 2015). A este proceso de fusion de los
gametos se le denomina doble fecundacion porque uno de los gametos masculinos se fu-
sionan con la ovocélula para dar lugar el embrion, mientras que el otro gameto masculino
se fusiona con los dos nucleos polares del saco embrionario para generar el endospermo

(Cuevas Gonzalez 2017).

Figura 1. Etapas citoldgicas del desarrollo del gametofito masculino en Arabi-
dopsis. Las células madre del polen diploide sufren una divisién meiética para
producir una tétrada de microsporas haploides. Las microsporas liberadas de la
tétrada sufren una divisién celular asimétrica (mitosis polinica |) para producir
un grano de polen bicelular con una célula generativa dentro del citoplasma de
la célula vegetativa. La célula generativa se divide de nuevo (mitosis polinica II)
para producir un par de gametos masculinos. (Adaptada de (Rutley and Twell
2015; da Costa-Nunes and Grossniklaus 2004) y Biorender.com 2022).

1.5. Desarrollo del tubo polinico

En la mayoria de las plantas, los granos de polen maduros se liberan de las anteras en
un estado parcialmente deshidratado (McCormick 2004). Se estima que el polen maduro
contiene unos 20.000 transcritos diferentes, de los que el 10 % se expresan especifica-
mente en el genoma haploide. Varios de estos genes han sido aislados en diferentes es-

pecies vegetales y muchos comparten un patron comun "tardio" de expresion durante el
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desarrollo del polen (Rogers et al. 2001).

Cuando el polen se encuentra con un estigma compatible, emerge el tubo polinico, que
se elonga mediante un mecanismo basado en filamentos de actina y miosina, que trans-
portan vesiculas cargadas de material para la nueva pared celular hasta el apice de la ex-
tension (Qin et al. 2009). A este proceso se le conoce como "crecimiento de la punta" (tip
growth en inglés). La pared celular que recubre la region de la punta del tubo polinico tie-
ne una composicion especial que permite la expansion continua, mientras que la del eje
esta reforzada y no es extensible (Beuder et al. 2022). Las peroxidasas intervienen en la
formacion y el crecimiento de la pared celular del tubo polinico (Bredemeijer 1984) y en el
polen de Arabidopsis tenemos dos genes que codifican una peroxidasa clase Ill. A medida
que el tubo polinico se desarrolla, el nucleo de la célula vegetativa y los dos gametos
masculinos no méviles se desplazan por su interior. El desarrollo del polen se completa
cuando los dos gametos masculinos se liberan en el saco embrionario (McCormick 2004)
donde los esperan cuatro 6vulos disponibles para la fecundacion, pero solo uno de ellos
formara la semilla (Cuevas Gonzalez 2017).

Un grano de polen maduro contiene enzimas que se liberan al entrar en contacto con la
superficie estigmatica, entre las que podemos destacar las esterasas que en el polen de
Arabidopsis estan reguladas por tres genes: uno de ellos codifican fosfotriesterasas de-
pendientes de calcio y los otros dos codifican esterasas de tipo GDSL. Dentro de este gru-
po encontramos las hidrolasas de ésteres carboxilicos; las cutinasas, que se han descrito
en el polen de Tropaeolum majus, Brassica napus y Arabidopsis thaliana y se encargan
de romper la cutina presente en la cuticula del estigma; las carboxilesterasas, que son ne-
cesarias para la penetracion del tubo polinico en el estigma (descrita en Brassica napus);
y las lipasas, que podrian estar implicadas en la degradacion de estructuras lipidicas del
estigma y que se han descrito en la cubierta del polen de Arabidopsis (donde estan involu-
cradas en el desarrollo y la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico) vy el
girasol (Rejon et al. 2012).

El tubo polinico es una estructura tubular cuya pared celular suele estar formada por
dos capas: la capa fibrilar externa, compuesta por pectina, hemicelulosa y celulosa; y la
capa interna de callosa (Yang et al. 2021). Por eso, el crecimiento del tubo polinico requie-
re pectina para la extension de la punta. Ademas, la callosa esta regulada por dos genes:
uno de ellos es necesario para la viabilidad del polen y se expresa mas en el polen madu-
ro y el otro codifica una proteina de la superfamilia UDP-glucosiltransferasa cuya ausencia

conlleva la rotura del tubo polinico tras la germinaciéon. Unos genes "tardios" codifican pro-
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ductos con homologia a las enzimas que metabolizan la pectina, como la poligalacturona-
sa, pectina metil esterasa y la pectato liasa (Rogers et al. 2001). En cuanto a la pectina
metil esterasa, esta codificada por siete genes de Arabidopsis: uno de ellos regula la via-
bilidad del polen y el crecimiento del tubo polinico, uno se localiza en la punta del tubo po-
linico e inactiva a PPME1, otro es necesario para el crecimiento del tubo polinico, el cuar-
to esta implicado en la remodelacion de las pectinas en el polen, otro es un gen restringi-
do al grano de polen, y los dos ultimos estan relacionados con el crecimiento del tubo poli-
nico.

Las NADPH oxidasas (NOX), conocidas en las plantas como Rbohs (homdlogos de la
oxidasa respiratoria), son enzimas que generan el radical superoxido O, en el apoplasto
durante su accion enzimatica, lo que conduce a un incremento de las especies reactivas
de oxigeno (ROS) extracelulares. En Arabidopsis se codifican diez Rbohs, con dos formas
especificas del polen cuya actividad es esencial para el crecimiento del tubo polinico (Ji-
ménez-Quesada et al. 2015). Aunque la composicion y la construccion del tubo polinico
se conocen bien, los mecanismos funcionales y reguladores no estan claros, sin embargo,
todos los modelos descritos implican al Ca* como molécula de sefializacion esencial. Se
sabe que un gradiente de Ca? centrado en la punta es esencial para la germinacion del
polen y el crecimiento del tubo polinico. El incremento del gradiente de Ca®* se correlacio-
na con el crecimiento del tubo. La sefial de Ca?* puede ser decodificada y transmitida por
las proteina quinasas dependientes del calcio (CDPKs) que pueden ser activadas directa-
mente por el Ca*" y fosforilar los efectores posteriores para regular innumerables procesos
biolégicos, entre los que se encuentra el crecimiento del tubo polinico. Las CDPKs han
sido identificadas en todo el reino vegetal y constituyen una gran familia multigénica en
varias especies de plantas (Yang et al. 2021).

Se sugiere que la ruta de sefalizacion Ca?/CPKs puede regular el crecimiento del tubo
polinico manteniendo las concentraciones de iones intracelulares adecuadas en el apice a
través de canales idnicos diversificados y bien ajustados (Yang et al. 2021). Se ha visto
que la interrupcion del gradiente de calcio en la punta provoca la inhibicion del crecimiento
del tubo (Golovkin and Reddy 2003). Ademas, esta ruta puede interactuar con otras molé-
culas de sefalizacion como las ROS, que son generadas por las Rboh y que también par-
ticipan en el crecimiento del tubo polinico (Yang et al. 2021).

La calmodulina (CaM), un sensor de calcio multifuncional ubicuo en todos los eucario-
tas, media la accion del calcio mediante la regulacion de la actividad de muchas proteinas

no relacionadas. (Golovkin and Reddy 2003) aislaron tres proteinas de uniéon a CaM estre-
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chamente relacionadas (NPG1, NPGR1 y NPGR2) de Arabidopsis. La primera se expresa

solo en el polen, mientras que las otras dos se expresan en el polen y en otros tejidos.

NPG1 es esencial para la germinacion del polen (Golovkin and Reddy 2003).

En la tabla 2 recogemos los genes imprescindibles en el desarrollo del tubo polinico

que se han descrito en Arabidopsis

Tabla 2. Genes imprescindibles en el desarrollo del tubo polinico descritos en Arabidopsis.

Gen UniProt Funcion

BET11 QOM2J9 Necesario para el transporte de yeS|cuIas (_jesde el reticulo
endoplasmatico hasta el complejo de Golgi

BET12 Q94CG2 Necesario para el transporte de yesmulas c_iesde el reticulo
endoplasmatico hasta el complejo de Golgi

AtCPK2 Q38870 Decodifica sefiales de Ca**

AtCPK14 P93759 Decodifica sefiales de Ca*

AtCPK16 Q7XJR9 Decodifica sefiales de Ca*

AtCPK17 Q9FMP5 Decodifica sefiales de Ca*

AtCPK20 Q9ZV15 Decodifica sefiales de Ca*

AtCPK24 Q9SIQ7 Decodifica sefiales de Ca*

AtCPK26 Q9SZM3 Decodifica sefiales de Ca**

AtCPK34 Q3E9CO Decodifica sefiales de Ca*

COG6 Q6NMI3  Esencial en el crecimiento del tubo polinico

AtTMEM18 FAHUY1 Importante para el crecimiento del tubo polinico

SEC1A Q9C5P7 Importante en el tr,aflco de vesiculas durante el crecimiento de la
punta del tubo polinico

ROP1 GTPase P92978 Impl!ca_do en el control de la polarld'?\d_ de la célula durante el
crecimiento de la punta del tubo polinico

AIGEF12 Q9ICA89 Man.tle'ne la actlv[dad de Rop en el ,tu.bo polinico y controla el
crecimiento polarizado del tubo polinico

RabA4d QILH50 Traflco' dg vesiculas intracelulares y trgqsporte de proteinas durante
el crecimiento de la punta del tubo polinico

ACA9 Q9LU41 Catalizar la hidrdlisis del ATP

CNGC18 Q9LEQ3 Necesario para el crecimiento direccional del tubo polinico

VAN.GUARD Q5MFV6 Actua en la modificacion de la pared celular

pectinesterase

AIMGD?2 082730 Impllgado en la construccién de la membrana plasmatica del tubo
polinico

AIMGD3 Q95193 Impllc_:ado en la construccion de la membrana plasmatica del tubo
polinico

NPG1 Q8GZN1 Proteinas de unién a CaM esencial para la germinacién del polen

NPGR1 Q9CB03 Proteinas de unién a CaM esencial para la germinacién del polen
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Gen UniProt Funcion

NPGR2 Q66GN3 Proteinas de unién a CaM esencial para la germinacion del polen

Asi, el pistilo tiene una doble funcién: la produccion de los gametos femeninos en el
ovario y la discriminacién de los granos de polen que se posan en el estigma. Durante la
fase progamica, que abarca desde el momento en el que el polen llega al estigma hasta la
fecundacion, se producen interacciones entre el polen y el pistilo, donde el éxito de la fe-
cundacién depende del reconocimiento del polen y de que se den las condiciones apro-
piadas para su hidratacion, la germinacion del tubo polinico y el crecimiento direccional
hacia los Ovulos, procesos que tienen lugar en los tejidos del estigmal/estilo
(Quiapim et al. 2009). En consecuencia, merecera la pena averiguar si todas estas activi-

dades estan también presentes durante el desarrollo del tubo polinico del olivo.

1.6. Alérgenos del olivo

El polen del olivo es una importante fuente de alergia en los paises mediterraneos
(Liccardi et al. 1996) y es de los mas alergénicos que se producen en nuestras latitudes.
Los alérgenos son proteinas que se expresan significativamente en el polen y muchos de
ellos tienen un papel fundamental en su fisiologia (Jiménez-Quesada et al. 2015). En el

caso del olivo, se han identificado y caracterizado 15 alérgenos hasta la fecha (tabla 3).

Tabla 3. Alérgenos del olivo. Todos ellos han sido descritos en polen, menos el marcado con * que
es el unico presente en el fruto. Hemos usado las secuencias de nucleétidos, menos para los
alérgenos marcados con ** que se ha empleado su secuencia de proteinas. Ole e 1-Ole e 3,

Ole e 5y Ole e 6 son secuencias de la variedad Picual, Ole e 8 es una secuencia de acebuche y
el resto son secuencias de variedad no especificada. (Modificada de (Carmona 2020)).

Alérgeno Familia NCBI
Olee 1 Ole e 1-like AY 159880, AF532760, AF532754, AF532753
DQ317582, DQ317581, DQ640904,
Olee 2 Profilina DQ663558, DQ663557, DQ663556,
DQ663555, DQ663554, DQ663553
Olee 3 Polcalcina AY172113
Ole e 4** Producto de degradacion de P80741
Olee9
L . EU250797, EU250796, EU250795,
Oleeb Cu/Zn superéxido dismutasa EU247090, EU247089, EU247088
Ole e 6** ND AY221958, AAO34670.1
Ole e 7**  Proteina de transferencia de P81430.2
lipidos (LTP)
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Alérgeno Familia NCBI

Olee 8 Proteina de unién a calcio XM_023029144
Olee9 1.3-B-glucanasa AF249675

0o 10 iorratos (CEM-43) AY082335
Olee 11 Pectina metilesterasa DQ026502, GU084173
Olee 12 Isoflavona reductasa-like EU927297

Ole e 13* Taumatina-like (TLP) GU084174
Olee 14 Poligalacturonasa KC920918

Ole e 15 Ciclofilina MG742363

1.7. La semilla

La semilla del olivo consta de tres partes: la testa, que es la capa que rodea la semilla;
el endospermo, que protege al embridn y le suministra los nutrientes necesarios para su
crecimiento (Yan et al. 2014); y el embridn (figura 2). Estos tres tejidos estan dispuestos
uno dentro del otro y se desarrollan de forma sincronizada tras la fecundacién para gene-

rar una semilla viable (Ingram and Gutierrez-Marcos 2015).

Figura 2. Fotografia del fruto del olivo, variedad Picual (Universi-
dad de Cordoba) y representacion de los tejidos de la semilla del
olivo (Modificada de (Zafra et al. 2018)).

En la semilla, (Maestri et al. 2019) determinaron que el porcentaje de aminoacidos es-
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enciales individuales es de un 46 %. Este parametro es un indicador de la calidad de las
proteinas y supera a los de la harina de trigo integral (= 27 %). También es una fuente rica
en fibra dietética total (= 47 % del peso seco), lipidos (= 30 %) y proteinas (= 17 %) y
cuenta con cantidades significativas de macroelementos esenciales (K, Ca, Mg, Nay P) y
microelementos (Zn, Mn y Cu). Los compuestos fendlicos estan presentes en cantidades
relativamente elevadas (= 2,8 mg/g del peso seco), principalmente los del grupo de los
compuestos secoiridoides (derivados del acido elendlico).

Basandonos en el perfil nutricional y los componentes nutracéuticos, la semilla del olivo
tiene un alto potencial como fuente de aceite comestible, proteinas o harinas
(Maestri et al. 2019). Actualmente, la extraccion del aceite de oliva virgen extra se realiza
triturando el fruto al completo, incluido el hueso, para después prensar y decantar dicho
aceite separandolo del alpechin y los elementos sélidos (Consejo Oleicola Internacional
1996). Asi, el aceite contiene componentes de la semilla que contribuyen al aroma y a
otras propiedades como la actividad peroxidasa (Zafra et al. 2018). Sin embargo, hay
pruebas de que el aceite extraido de aceitunas deshuesadas es de mejor calidad que el
que se obtiene de la molienda de la aceituna entera. Por esto se prevé que la produccion
de AOVE a partir de los frutos deshuesados aumente, con el consecuente incremento de
huesos de aceituna como desecho. Actualmente, estos huesos se aprovechan para pro-
ducir energia (Maestri et al. 2019) mediante la quema, una practica muy contaminante.

Las proteinas de almacenamiento de la semilla (SSP, seed storage proteins) se gene-
ran durante el desarrollo de la semilla y se almacenan en las vacuolas de almacenamiento
de proteinas (PSV) del embrién y del endospermo (Zafra et al. 2018). Estas proteinas se
almacenan constantemente y se degradan cuando la semilla germina. Las proteinas mas
abundantes en la semilla madura de olivo son las prolaminas (aproximadamente un 70 %
del total de las proteinas de la semilla), que pertenecen a la familia de las 11S (Alché, et
al. 2006). Otra familia de SSP importantes son las globulinas 7S que incluyen a las 3-con-
glutinas y las vicilinas (Zafra et al. 2018). Ambas se han descrito en la semilla del olivo.

Las SSP son las proteinas vegetales mas consumidas por el ser humano y tienen una
gran calidad nutricional. Sin embargo, las presentes en las semillas del olivo, que es uno
de los principales cultivos de los paises mediterraneos, no se destinan al consumo huma-
no ya que en la produccion de aceite se emplean los frutos enteros (Alché, et al. 2006).
Por tanto, el estudio de los procesos bioldgicos de la semilla que estarian implicados en la
acumulacion de estos interesantes productos podria contribuir a aumentar el interés nutra-

céutico y economico de las semillas de olivo.
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2. Objetivos

En la introduccion hemos visto que, a pesar del gran interés socioecondmico del cultivo
del olivo, poco se sabe de muchos aspectos de su funcionamiento. En este trabajo se han
planteado pues los siguientes objetivos:

1. Caracterizar funcionalmente el polen de Picual y determinar si hay nuevos genes
relacionados con el crecimiento del tubo polinico.

2. ldentificar los genes de Picual que codifican los alérgenos conocidos para ver sus

perfiles de expresion durante el desarrollo del tubo polinico.
Caracterizar el transcriptoma de la semilla de Picual.

Crear un atlas de expresion de Picual con la informacion de polen y semilla.
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3. Material y Métodos

3.1. Polen de Picual

Se recogi6 polen de la variedad Picual de olivos situados en la Estacion Experimental
del Zaidin (CSIC, Granada, Espafia) durante la antesis y se almacend a -80 °C hasta su
posterior uso. La germinacién del polen se hizo in vitro. El primer paso consistié en la pre-
hidratacion en una camara humeda en la oscuridad a temperatura ambiente durante
1 hora. A continuacién, el polen se transfirié al medio de germinacién (10 % [p/v] de saca-
rosa, 0,03 % [p/v] de Ca[NOs3],, 0,01 % [p/v] de KNOs, 0,02 % [p/v] de MgSO., y 0,03 %
[p/v] de acido bdrico), como se describe en (Zienkiewicz et al. 2010). El polen se mantuvo
a temperatura ambiente en oscuridad y bajo agitacion continua, y se tomaron muestras
antes de su hidratacion (dos réplicas) y en diferentes momentos de la germinacion (dos
réplicas a 0 h y tres réplicas a 1, 3 y 6 h). El ARN se extrajo con el kit RNeasy Plant Total
RNA (Quiagen, U.S.A.). Las muestras fueron secuenciadas en el NextSeq 550 del Servi-
cio de Ultrasecuenciacion de la Universidad de Malaga.

En funcién de las muestras que tenemos, hemos planteado cuatro comparaciones:
Ohfrentea1h,1hfrentea3h,3hfrentea6hy1hfrente a6 h. Las tres primeras son
importantes porque siguen la evolucion temporal del desarrollo del tubo polinico. La com-
paracion P1H-P6H también resulta de interés porque podemos ver los cambios que se

producen desde que se activa el desarrollo del tubo polinico hasta que termina.

3.2. Semilla de Picual

Se ha trabajado con frutos de olivo (aceitunas) de la variedad Picual en tres estadios de
maduracion: verde, envero (momento de maduracién del fruto, en el que cambia su color
gradualmente) y maduro que se recolectaron de olivos situados en la Estaciéon Experimen-
tal del Zaidin. Los frutos se despulparon manualmente vy, tras retirar la cascara, las semi-
llas se dividieron en dos partes: embrion y endospermo+testa. Una vez separadas, las
muestras se congelaron a -80°C y se almacenaron hasta su uso.

Para la extraccion de ARN, se trituraron entre 0,05 y 0,1 g de muestra en un mortero en
frio con nitrogeno liquido, con la precaucién de que haya siempre nitrégeno liquido para
evitar la degradacion del ARN vy las proteinas. EI ARN total se extrajo con el kit RNeasy
Plant Total RNA (Quiagen, U.S.A.) y se mandd secuenciar al Servicio de Ultrasecuencia-
cion de la UMA.

16 EXPLORACION FUNCIONAL Y ALERGENICA DE LOS TEJIDOS REPRODUCTIVOS DEL OLIVO



MASTER EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR UNIVERSIDAD DE MALAGA

Tenemos siete muestras de semilla:

* Una réplica de la semilla completa madura (SEED).

* Tres réplicas de los tejidos de la testa y el endospermo (T+End).

* Tres réplicas del tejido del embrion (EMBR).

La unica comparacién que podemos hacer en este caso es la de T+End frente a EMBR
y usar la semilla completa para verificar la presencia del transcrito, pero no su cuantifica-

cion, dado que la contribucién de embriéon y endospermo es muy diferente.

3.3. Extraccion de proteinas

En este trabajo, una de las cuestiones que se plantean es si existen diferencias en la
semilla, ya sea entre los tejidos o los dias de maduracion. Por eso, llevamos a cabo un
experimento de extraccion de proteinas. Dicho experimento también sirve para comprobar
que las proteinas se han extraido correctamente y no ha habido degradacion.

Para la extraccion de proteinas, partimos del mismo polvo que usamos para la secuen-
ciacion y lo resuspendemos en 1,5 ml de tampdn de extraccion (Tris-HCI pH 6.8 125mM,
dodecil sulfato sédico (SDS) al 2 %, dithiotreitol (DTT) al 1 %, Cocktel Inhibidor de Protea-
sas (CIP) (Sigma) 1/5000, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1/1000). Agitamos las
muestras durante 20 minutos a 4 °C y las centrifugamos a 12.500 x g durante 10 minutos
a la misma temperatura. Todo el procedimiento se llevo a cabo en frio para no desnaturali-
zar ni degradar las proteinas. Los restos solidos precipitan y sedimentan, quedando la
fraccién soluble en el sobrenadante, que recuperamos con la ayuda de una jeringuilla con
cuidado de no coger la capa de lipidos que se forma en la superficie. De ese sobrenadan-
te preparamos alicuotas de 200 ul en tubos Eppendorf, que almacenamos a -20 °C hasta

su utilizacion.

3.4. Separacion electroforética

Una vez terminamos con la extraccion de proteinas, las separamos con una electrofo-
resis SDS-PAGE. En cada uno de los pocillos cargamos 150 ug de proteina por muestra.
Utilizamos geles de poliacrilamida al 12 % de 15 pocillos con una capacidad de 15 yl cada
uno (Criterion™ TGX Stain-Free™ precast gels, 4-20 % BioRad). El paso previo a cargar
las muestras fue la desnaturalizacién de las proteinas. Para esta tarea, utilizamos un blo-
que térmico a 99 °C durante 1 min con la precaucion de mantener los tubos Eppendorf
abiertos mientras se calientan, ya que, debido a las altas temperaturas que se manejan y

el incremento de presidn dentro del tubo, estos podrian llegar a romperse. Una vez desna-
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turalizadas las proteinas se procede a cargar el gel y a separar las muestras con un volta-
je de 120 V durante 1 h y 30 min. Una vez terminada la electroforesis, escaneamos los
geles con el sistema Gel Doc™ Imager (Bio-Rad) con el software Image Lab con activa-
cion mediante luz UV durante 1 min. De esta forma, obtuvimos el perfil de expresion de
proteinas y comprobamos que todas las calles de electroforesis tenian la misma cantidad
de proteina (normalizacion). Es necesario tefir las proteinas con azul de Coomassie antes

de escanear los geles (Brunelle and Green 2014).

3.5. Analisis bioinformaticos

Los datos que hemos utilizado de Picual mapeados sobre el transcriptoma de Picual y
el de acebuche fueron limpiados, mapeados y cuantificados por transcrito por Rocio Bau-
tista (Unidad de Bioinformatica — SCBI). Durante el desarrollo de este proyecto he apren-
dido a utilizar las herramientas bioinformaticas y he limpiado y mapeado los datos sobre el

genoma, que son los que usaremos en el atlas de olivo.
3.5.1. Analisis de calidad

FastQC (Andrews 2010) es una herramienta rapida y ampliamente usada de control de
calidad para datos de secuencias de alto rendimiento. Hemos usado la version 0.11.9
para analizar los datos de RNA-Seq antes y después de la limpieza para comprobar que
se ha realizado correctamente. Hemos usado la version 1.11 de MultiQC(Ewels et al.
2016) para crear un unico informe a partir de los generados por FastQC, lo que facilita la

visualizacion de los resultados.
3.5.2. Preprocesamiento de las lecturas

Hemos usado Trimmomatic (Bolger et al. 2014) para recortar las lecturas de lllumina.
Hemos empleado la version 0.39 con los ajustes por defecto para limpiar las lecturas bru-

tas, eliminar fragmentos con baja calidad y adaptadores.

3.5.3. Mapeo y cuantificaciéon

Hemos usado HISAT2 (Kim et al. 2019) para mapear lecturas de NGS sobre un geno-
ma de referencia (olivo de la variedad Picual la mayoria de las veces). Hemos usado la
version 2.1.0 y los ajustes por defecto. Para manejar los resultados de mapeo hemos usa-
do Samtools (Danecek et al. 2021) versién 1.13.

La cuantificacion de los genes la hemos hecho con StringTie (Pertea et al. 2015) a par-

tir de los archivos generados por Samtools. La version utilizada ha sido la 1.3.3b, con los
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valores por defecto.
3.5.4. Determinacion de ortologias

Hemos determinado los ortélogos proteicos de Picual con Arabidopsis, con las varieda-
des de olivo Farga y Arbequina y con el acebuche con el software Full-LengtherNext
(Seoane 2016). La ortologia con Arabidopsis thaliana se ha hecho por ser la planta mode-
lo mejor anotada, que nos dara mas informaciéon que las anotaciones de olivo. Los crite-
rios utilizados son los que vienen por defecto y la versién empleada ha sido la 1.0.1.

Todos los programas mencionados hasta ahora han sido ejecutados en el supercompu-

tador Picasso. De aqui en adelante se haran en mi ordenador personal.
3.5.5. Expresion diferencial

Hemos utilizado la herramienta web iDEP 0.95 (Ge et al. 2018) para analizar datos de
RNA-Seq para obtener los genes con expresion diferencial (DEG). Para ello, hemos lleva-
do a cabo un filtrado (minimo 1 CPM en 2 librerias) para eliminar los genes que no se ex-
presan o0 se expresan poco Y nos introducirian ruido (variabilidad). La normalizacién de los
recuentos se hizo con EdgeR. Después, hacemos un analisis de componentes principales
(PCA) para comprobar que las muestras se agrupen por condiciéon experimental. Final-
mente, la expresion diferencial se hizo con un cambio de expresion de 2 y una
FDR < 0,05. El resto de los valores son los que vienen por defecto. Para poder trabajar
con mas fluidez, he hecho una instalacion local de esta herramienta

(https://github.com/IDEP-SDSU/idep) en mi ordenador personal.

3.5.6. Analisis funcionales

Es recomendable hacer una representacion funcional de las listas de genes para saber
en qué procesos celulares estan implicados a partir de los términos GO vy las vias KEGG
(Ashburner et al. 2000). Para ello hemos usado REVIGO (Supek et al. 2011), que resume
listas de términos GO encontrando un subconjunto no redundante representativo.

Este analisis debe completarse con un analisis de enriquecimiento funcional en el que
se detecten qué procesos bioldgicos se ven especificamente alterados por los DEG de
nuestro analisis. Para ello hemos usado la herramienta web ShinyGO 0.76 (Ge et al.

2020) con los valores por defecto.
3.5.7. Genomas y proteomas

Los genomas, transcriptomas y proteomas que hemos utilizado en este TFM se resu-
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men en la tabla 4.

Tabla 4. Genomas, transcriptomas y proteomas que hemos utilizado en este trabajo.

Organismo

Tipo Enlace de descarga

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Olea europaea
var. Picual

Olea europaea
var. Picual

Olea europaea
var. Picual

Olea europaea
var. Arbequina

http://ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release-53/fasta/
CDS arabidopsis_thaliana/cds/

Arabidopsis thaliana.TAIR10.cds.all.fa.gz

http://ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release-53/fasta/
Proteinas arabidopsis_thaliana/pep/
Arabidopsis_thaliana.TAIR10.pep.all.fa.gz

cDS https://genomaolivar.dipujaen.es/downloads/Sequences/
Olea_europaea_CDS_v061.fasta.gz

https://genomaolivar.dipujaen.es/downloads/Sequences/
Olea_europaea_proteins_v061.fasta.qz

https://genomaolivar.dipujaen.es/downloads/Annotations/
Olea_europaea_gene_models_v061.gff.zip

https://download.cncb.ac.cn/gwh/Plants/
RNA  Olea_europaea_Olive_GWHAOPMO00000000/

GWHAOPMO00000000.RNA .fasta.gz

Proteinas

Genoma

https://download.cncb.ac.cn/gwh/Plants/
Proteinas Olea_europaea_Olive_ GWHAOPMO00000000/

GWHAOPMO00000000.Protein.faa.gz

Olea europaea
var. Arbequina

Olea europaea

CDS htitps://denovo.cnag.cat/filebrowser/download/939
var. Farga

Olea europaea

Proteinas https://denovo.cnag.cat/filebrowser/download/930
var. Farga

3.5.8. Agrupamiento de genes

El agrupamiento (clustering) es el método de aprendizaje computacional no supervisa-
do mas extendido en el analisis de datos. Es una técnica de segmentacion de datos que
los divide en varios grupos en funcion de un parametro de similitud. El agrupamiento de
todos los posibles DEGs (esto es todos los genes que aparezcan como DEG en al menos
una de las comparaciones) es la primera etapa para proponer la corregulacion de los ge-
nes del mismo grupo. Hemos trabajado con los logaritmos de los recuentos para aplanar
el comportamiento de los genes que no cambien mucho. Luego los hemos filtrado por un
coeficiente de variacion elevado (CV > 20 %). Los datos logaritmicos de expresion de los
DEG que pasan este filtro los escalamos a una distribuciéon gaussiana con la funcion
scale() del paquete base (v 3.6.2) de R. Con estos valores se calculan las distancias entre

los perfiles de expresion con la funcién dist() del paquete stats (version 3.6.2) con el méto-
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do euclidiano. Si los datos no estuvieran escalados, las distancias dependerian el nivel de
expresion.

Para determinar los limites de cada cluster se utilizan diferentes métodos de vincula-
cion (linkage). El método a elegir dependera del comportamiento de los datos. Hemos
usado la funcidén agnes() del paquete cluster (v 2.1.3) para seleccionar el método mas
apropiado para formar el dendrograma con la funcion hclust() del paquete stats, que con
los datos de este trabajo siempre es el método de Ward. También determinamos el nume-
ro optimo de clusters con la funcidn NbClust() del paquete NbClust (v 3.0.1) que se lo pa-
samos a la funcién cutree() del paquete dendextend (v 1.15.2) para asignar los genes que
corresponden a cada cluster. Esta estrategia tiene el inconveniente de formar grupos muy
pequenos, por lo que también utilizamos la funcidon cutreeDynamic() del paquete
dynamicTreeCut (v 1.63-1) para formar clusters con al menos 10 genes que tienen mas
sentido bioldgico.

Una vez determinados los clusters, representamos sus perfiles de expresiéon para lo
que necesitamos calcular la mediana de cada cluster en cada muestra. Hemos usado la
funcidn aggregate() del paquete stats (version 3.6.2).

Con los genes de cada cluster hacemos entonces un analisis de informacién funcional

tal como hemos descrito mas arriba para saber en qué estan involucrados.
3.5.9. Construccion de redes

Una red es una construccién matematica de nodos y aristas. Graficamente, las redes
se representan como un conjunto de componentes (nodos) y sus relaciones representa-
das por enlaces (aristas) que conectan pares de nodos. Las relaciones pueden ser inte-
racciones fisicas, similitud de secuencia, correlacién de la expresién, etc. En este trabajo
usamos la correlacion entre los perfiles de expresién obtenida con la funcién cor() del pa-
quete stats para formar estas redes con las funciones del paquete igraph (v 1.3.1). Usa-
mos como umbral de correlacion con el método de Pearson una r = 0,75 porque r* = 0,56
indica que mas de la mitad (en concreto el 56 %) de la varianza de ambos perfiles esta
compartida. Obtenemos asi una matriz de adyacencia para representar la fuerza de la co-
nexion de cada par de nodos (genes). Finalmente, la red formada de cada cluster se ana-
liza con el indice de Kleinberg gracias a la funcion hub_score() para determinar las comu-

nidades que la forman.
3.5.10. Construccion del atlas de expresién del olivo (OliveAtlas)

El atlas de expresion del olivo contiene un conjunto de herramientas que nos permiten
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visualizar los datos de expresion que se han analizado en este TFM. Este atlas se ha im-
plementado usando EasyGDB (Fernandez-Pozo and Bombarely 2022) en un servidor vir-

tual local que estara disponible en https://oliveatlas.uma.es/ tras su publicacion. Para ha-

cer el atlas con las secuencias de semilla y polen, mapeamos las lecturas limpias, y obtu-
vimos la expresion de los genes tal como se cuenta mas arriba. Para construir el atlas, he-
mos instalado los recursos de EasyGDB en un contenedor Docker y hemos colocado las

tablas en formato CSV de los datos de expresion en el directorio scr/expression_data.
3.5.11. Identificacion de alérgenos en Picual

Hemos utilizado las secuencias codificantes disponibles en el NCBI para todos los alér-
genos, menos para el Ole e 4 y Ole e 7 de los que solo conocemos la secuencia de ami-
noacidos (tabla 3) y las hemos comparado contra el transcriptoma de Picual (tabla 4) con
BlastN (salvo para Ole e 4y Ole e 7 que hemos utilizado BlastP contra el proteoma de Pi-
cual). Representamos los perfiles de expresion a lo largo del desarrollo polinico de los

alérgenos determinados.

3.5.12. Genes de la autoincompatibilidad esporofitica

En el género Brassica se han descrito seis genes (tabla 1) que tienen un papel en la
autoincompatibilidad esporofitica (Yamamoto and Nishio 2014). Hemos determinado sus

ortdlogos proteicos en Picual y hemos estudiado sus perfiles de expresion.
3.5.13. Genes imprescindibles para el desarrollo del tubo polinico

A partir de la lista de genes de Arabidopsis que son imprescindibles para el desarrollo
del tubo polinico que hemos mencionado en el apartado 1.5 de la introduccion, hemos de-
terminado los ortélogos de Picual para cada uno de ellos comparandolos con BLASTP
contra el proteoma de picual. En la tabla 2 estan los genes, su descripcion y el numero de

acceso que hemos usado para buscar el ortélogo.
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4. Resultados

4.1. Mapeo de las lecturas

Pese a que el material secuenciado es de la variedad Picual, el acebuche es la especie
silvestre de la que surgen el resto de variedades (Besnard et al. 2001, 2013; Diez et al.
2015) por lo que seria de esperar que la mayoria de los genes presentes en Picual lo es-
tén también en el acebuche, con mayor o menor niumero de copias. Por eso nos plantea-
mos la posibilidad de mapear las lecturas sobre el transcriptoma de acebuche. Sin embar-
go, la tasa de alineamiento global sobre el olivo silvestre es visiblemente peor que sobre
Picual (~75 % frente a ~6 %, tabla 5). Estos datos nos indican que lo mas adecuado es

alinear las lecturas contra Picual.

Tabla 5. Numero de lecturas brutas de cada muestra y tasa de alineamiento global sobre el
transcriptoma cuando se usa Picual o acebuche como referencia para el mapeo.

Nimero de Tasa de alineamiento global Tasa de alineamiento global

Muestra lecturas en Picual en acebuche
SEED 84.524.144 74,36 % 5,52 %
T+End_1 92.008.804 78,13 % 5,73 %
T+End_2 77.082.748 75,94 % 5,63 %
T+End_3 91.655.172 74,47 % 5,58 %
EMBR_1 75.888.108 75,48 % 5,33 %
EMBR_2 85.464.854 74,32 % 5,65 %
EMBR_3 85.065.344 73,88 % 5,69 %
POH_1 82.902.018 72,89 % 6,53 %
POH_2 88.165.266 74,07 % 6,72 %
P1H_1 80.002.740 70,01 % 5,95 %
P1H_2 81.535.524 69,61 % 591 %
P1H_3 86.619.832 72,07 % 6,58 %
P3H_1 76.360.584 74,02 % 6,67 %
P3H_2 86.769.778 73,36 % 6,57 %
P3H_3 94.148.126 74,07 % 6,73 %
P6H_1 90.185.476 74,49 % 6,79 %
P6H_2 95.480.454 74,48 % 6,80 %
P6H_3 85.397.554 73,97 % 6,75 %

Estos datos de mapeo nos hacen preguntarnos si el acebuche que se ha utilizado para
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este es realmente un olivo o si se trata de otra especie diferente, para lo que hemos deter-
minado los ortdlogos proteicos de Picual con otras variedades de olivo, como son Farga y
Arbequina, y con Arabidopsis como control externo (y para su posterior uso en las herra-
mientas de analisis funcional), con la herramienta Full-LengtherNext. El histograma de los
porcentajes de identidad entre estos proteomas y el de Picual (figura 3) indica que Farga
es la mas parecida a Picual, seguida por Arbequina y después por el acebuche. Como ca-
bia esperar, el acebuche mantiene un porcentaje de identidad con Picual considerable-
mente mayor que el de Arabidopsis, por lo las diferencias observadas a nivel de nucledti-

dos entre Picual y acebuche se ven muy atenuadas a nivel de aminoacidos.

Figura 3. Histograma del porcentaje de identidad de los ortélogos proteicos de Picual
con Arabidopsis y las variedades de olivo acebuche, Arbequina y Farga.

4.2. Analisis del desarrollo del tubo polinico

4.2.1. Filtrado de genes

Como contamos con muestras del desarrollo del tubo polinico de Picual a diferentes
tiempos (0 h, 1 h, 3 h'y 6 h) ya mapeadas sobre el transcriptoma, y dado que Picual con-
tiene 81.484 modelos de gen debemos retirar todos los que no tengan una expresién clara

antes de la correspondiente normalizaciéon. Podemos hacerlo de dos formas: (1) filtrar y
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normalizar los recuentos de cada comparacion por separado o (2) filtrar y normalizar los
recuentos de todas las muestras a la vez. El primer enfoque resulta de interés cuando lo
que queremos es estudiar los genes en si (para determinar genes expresados diferencial-
mente o biomarcadores, por ejemplo). El segundo lo utilizamos para ver funciones. He-
mos utilizado la herramienta web iDEP.95 y en el filtrado nos quedamos con aquellos ge-
nes que tienen al menos 1 CPM en cada 2 o 3 librerias, en funcion de si la muestra de
POH (con solo dos réplicas) interviene o no. De todos los genes, 19.828 se expresan a
0h,20.544a1h20.811 a3 hy21.024 a 6 h tras un filtrado a 1 CPM en 2 librerias.

4.2.2. Congruencia de las réplicas

A continuacion, hacemos un analisis preliminar de los datos mediante componentes
principales (PCA) para determinar si las muestras secuenciadas se agrupan por condicion
experimental. En la figura 4A observamos que las muestras se separan bien por condicion
experimental en la primera dimension, lo que indica que son bastante diferentes entre si.
Dicha separacién no es tan evidente con las muestras de P3H y P6H, de lo que podemos
deducir que estas dos condiciones se parecen mas entre si de lo que se parecen al resto.
También merece la pena destacar que una de las réplicas de P1H se aleja del comporta-
miento de las otras dos réplicas y se situa mas cerca de las de POH. Como solo se dispo-
ne de tres réplicas de P1H, no parece coherente eliminarla. Ademas, hemos de tener en
cuenta la propia variabilidad biolégica de las muestras y que dos de las réplicas se toma-
ron en una campafna de muestreo y la tercera corresponde a otra distinta, lo que queda
claro que influye.

Para comprobar si estas diferencias pueden afectar al resultado final, sometimos las
muestras a una agrupacion jerarquica con el método ward.D2 que se valoré en un grafico
de silueta (figura 4B) para determinar si alguna observacion (muestra) presenta una con-
tribucion negativa a su grupo. Cuando indicamos que las muestras deben agruparse en
4 clusters, uno por condicion experimental, una de las réplicas de P3H no contribuye ni
positiva ni negativamente, las otras dos forman un grupo con las tres réplicas de P6H (in-
forme complementario 2), y una de las réplicas de P1H se agrupa mejor con las de POH,
como ya intuiamos en el PCA (figura 4A). Si tomamos esta informacion y hacemos 3 clus-
ters vemos que no hay cambio con lo que respecta a las muestras de POH y P1H, pero,
en esta situacion, la réplica de P3H que antes se "agrupaba" sola pasa a formar parte del
cluster al que pertenecen sus otras réplicas y las de P6H, contribuyendo positivamente (fi-

gura 4B). Ademas, los otros dos clusters se agrupan mejor que antes (de un valor de 0,57
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a 0,60 para el primer clustery de 0,72 a 0,79 para el segundo). Esto nos indica que no de-
bemos eliminar ninguna de nuestras muestras, ya que todas ellas contribuyen de forma
positiva y no van a empeorar la calidad de los analisis, aunque algunas no sean unas

réplicas exactas.

Figura 4. La congruencia de las réplicas de las muestras del desarrollo del tubo polinico se ilustra
con un (A) PCA en el que se han usado las lineas rojas discontinuas para definir los agrupamien-
tos, y se sefala la mustra de P1H que se parece mas a las POH. (B) Grafico de silueta de las
muestras cuando se agrupan en tres clusters. Independientemente de como se agrupan, todas las
muestras contribuyen positivamente al analisis.

4.2.3. Funciones celulares del polen

Para saber los procesos bioldgicos que estan implicados en el desarrollo del tubo poli-
nico llevamos a cabo un analisis funcional de los 22.937 genes con expresion fiable con la
herramienta web REVIGO. Hemos usado los términos GO (Gene Ontology) de los ortélo-
gos en Arabidopsis de los genes de olivo determinados mas arriba. Aunque en este proce-
so perdemos informacion porque no todos los genes de olivo tienen un ortélogo claro en
Arabidopsis, los resultados obtenidos son mejores que si se usa la anotacion del borrador
de Picual (resultados no mostrados). De 22.937 genes obtenemos 19.741 términos GOs
unicos. Si representamos graficamente los resultados obtenemos la figura 5A donde ve-
mos que la mayoria de los procesos bioldgicos tienen una frecuencia baja y que esta no
va ligada a su singularidad (relevancia funcional para el proceso analizado). En la figura

5B se recogen los 20 primeros mas frecuentes y su indice de singularidad.
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Figura 5. Procesos bioldgicos que se dan en los genes expresados en el polen representados
(A) en funcion de su frecuencia (barras) y su singularidad (linea roja), o como tabla (B) con los 20
mas frecuentes.

Puesto que son muchos los procesos biolégicos obtenidos para el polen, es conveniente
analizar aquellos que se enriquecen (figura 6). De estos, el que se enriquece mas
(n = 306, FE = 2,00) es el correspondiente al transporte mediado por vesiculas, seguido
por el transporte intracelular (n = 418, FE = 1,90). También se enriquecen muchos proce-

sos relacionados con la localizacién y la organizacion, asi como el metabolismo.
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Figura 6. Enriquecimiento funcional de los genes que se expresan en el polen. En el eje de absci-
sas se representa las veces que se enriquece el término. En el eje de ordenadas tenemos los pro-
cesos biolégicos que se enriquecen. El tamafio del punto viene determinado por el numero de ge-
nes que pertenecen al proceso bioldgico en cuestion. Por ultimo, el color indica la significacion es-
tadisitica (FDR) del enriquecimiento (mas significativo cuanto mas rojo), sabiendo que los proce-
sos se seleccionaron por tener un FDR < 0,05. (Obtenida con ShinyGO 0.76).

4.2.4. Expresion diferencial del desarrollo del tubo polinico

Analizamos ahora la expresion diferencial de los genes a lo largo del desarrollo del tubo
polinico (figura 7). La primera comparacion fue entre el polen seco (0 h) y a 1 h de la hi-
dratacién, con lo que evaluamos el impacto de la hidratacion. Este analisis definié un nu-
mero elevado de genes activados (1.579) y uno mas reducido de genes reprimidos (869).
Para definir los cambios en los niveles de transcripcion que se producen después de la hi-
dratacion y durante el crecimiento del tubo polinico, comparamos los puntos temporales
consecutivos P1H-P3H y P3H-P6H, asi como P1H-PG6H para saber qué cambia entre el
comienzo del crecimiento del tubo hasta el momento en que se considera que ya esta to-
talmente formado. No parece intuitivo que haya mas genes reprimidos que activados, pero
eso no es mas que el reflejo de como se han hecho las comparaciones. Los genes "down"

de la comparacion P1H-P3H indican que se estan activando a 3 h, y lo mismo con las
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comparaciones P1H-P6H y P3H-P6H lo que sugiere que aunque el polen es transcripcio-
nalmente activo en seco, hay una enorme cantidad de genes que se activan durante el
desarrollo del tubo. El hecho de que en la comparacion P3H-P6H obtengamos un numero
muy reducido de genes (13) activados a 6 h ("down") sugiere que al cabo de tres horas ya
casi toda la maquinaria del tubo esta en marcha. Curiosamente, cuando se consideraba
que las muestras de 3 h y 6 h formaban una sola condiciéon experimental, se obtuvieron
menos genes con expresion diferencial que intervienen en procesos poco significativos
(resultados no mostrados). Todos los DEGs se pueden consultar en el informe comple-

mentario 4.

Figura 7. Numero de DEGs para cada una de las comparaciones. En azul aparecen los DEGs
que se sobreexpresan para la primera condicién de cada par de comparaciones. En rojo, los
DEGs que se sobreexpresan para la segunda condicion.

Podemos visualizar los DEGs de estas comparaciones en un diagrama de Venn (figura
8A), para determinar cuantos hay en comun entre ellas y, ademas, cuantos DEGs son uni-
cos en cada comparacion. Los cambios de expresion mas bruscos se dan en la compara-
cion P1H-P6H (2.877 DEGs exclusivos). Ademas, hay un DEG comun a las cuatro compa-
raciones, el gen Oleur061Scf1025g00027.1. Este gen es un DEG positivo en todas las
comparaciones, por lo que su expresion va en aumento significativo a medida que se de-
sarrolla el tubo polinico (figura 8B). Esta anotado en OliveTreeDB como poseedor de un
dedo de zinc (InterPro), un RING-type (TrEMBL) y que se parece significativamente a

BOl-related E3 ubiquitin-protein ligase 1 (SwissProt).

EXPLORACION FUNCIONAL Y ALERGENICA DE LOS TEJIDOS REPRODUCTIVOS DEL OLIVO 29



MASTER EN BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR UNIVERSIDAD DE MALAGA

Figura 8. DEG del desarrollo del tubo polinico distribuidos (A) en un diagrama de Venn con cada
comparacion. (B) Perfil de expresién del DEG comun a todas las comparaciones.

Para saber en qué funciones estan significativamente implicados los DEG, llevamos a

cabo un analisis de enriquecimiento funcional de los procesos biolégicos de la Ontologia

Genética (GO). Para ello, utilizamos la herramienta web ShinyGO v0.76 con los ortologos

de Picual en Arabidopsis. El resultado, cuyas graficas de enriquecimiento biolégico se re-

cogen en el informe complementario 1 y que se resumen en la figura 9, se puede resumir

de la siguiente manera:

1.

Con la hidratacion del polen (POH-P1H), a tiempo O h abundan los procesos rela-
cionados con la regulacion de la expresion génica, el desarrollo, el metabolismo, el
transporte y la reproduccion (figura S1). Los que tienen un FDR mas significativo
son los relacionados con la organizaciéon de los componentes celulares. A 1 h
aumentan los procesos relacionados con la produccion de energia (ATP) y la tra-
duccidn (figura S2).

En el paso de 1 h a 3 h, los DEGs activados a 1 h estan relacionados con proce-
sos de transporte, localizacion intracelular, desubiquitinacion y senalizacion media-
da por el acido giberélico (figura S3). En 3 h, los procesos que aparecen son los
que intervienen en el movimiento celular, la mitosis, la divisién celular y los mi-
crotubulos (figura S4). El mas significativo es la organizacion de los componentes
celulares. Esto indica con claridad que el tubo se esta alargando y que por él em-
piezan a desplazarse los componentes celulares, e incluso que la célula esperma-

tica en alguno de ellos ha podido comenzar a dividirse.

3. Cuando estudiamos todo el cambio entre 1 h'y 6 h, vemos que a 1 h siguen abun-
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dando los procesos relacionados con la energia (figura S5) y el mas significativo
es la biosintesis de compuestos organonitrogenados (como las amidas). A 6 h en-
contramos procesos relacionados con el ciclo celular, la localizacion y el transporte
(figura S6) y el mas significativo es la organizacion de organulos, todo en conso-

nancia con lo observado en la etapa anterior.

Figura 9. Resumen de los procesos bioldgicos que se van enriqueciendo (en rojo) durante el de-
sarrollo del tubo polinico y los que van desapareciendo (en azul).

De todos los procesos enriquecidos, son comunes en todos los casos (12) aquellos re-
lacionados con la organizacion celular, la localizacion, el transporte y el metabolismo. La
comparacion de POH-P1H es la que mas procesos unicos tiene (18) a destacar los de si-
lenciamiento génico, organizacion de la cromatina y metabolismo del ARN ribosomico.
Ademas, solo hay dos procesos que se dan exclusivamente en la comparacion P1H-P6H,

que son el proceso metabdlico de las moléculas pequenfas y la respuesta al cadmio.
4.2.5. Coexpresion de genes durante el desarrollo del tubo polinico

Para conocer mejor lo que pasa durante el desarrollo no basta con los genes que se
activan o reprimen significativamente, sino que también se deben conocer los que se co-

expresan porque podrian revelar el proceso comun que gobierna su coexpresion. Para
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ello habra que comparar los perfiles de expresidén y buscar los que mas correlacionados
estén, un procedimiento que empieza por el analisis de clustering jerarquico de los genes
calificados como DEG en al menos una comparacion y que presentan un coeficiente de
variacion (CV) de mas de un 20 %, porque los genes que varian poco no tiene sentido co-
rrelacionarlos (la explicacion detallada de como se ha realizado se puede encontrar en el
informe complementario 2 que es el informe del analisis con R). El clustering jerarquico
devuelve una matriz de distancias con la que se calcula un dendograma que "podamos"
de forma dinamica para que los grupos formados tengan al menos 10 genes (a diferencia
del método tradicional en el que se pueden obtener grupos con nada mas que uno o dos
genes). Determinamos que el numero de clusters dinamicos es 6, con los numeros de ge-

nes de la tabla 6.

Tabla 6. Clusters del clustering jerarquico y niumero de genes que tiene cada uno.

Cluster 1 2 3 4 5 6

Numero de genes 42 31 28 27 22 19

Representamos a continuacion sus perfiles de expresion para ver qué comportamiento
tienen (figura 10). Vemos que hay dos clusters (4 y 6) cuya expresion es elevada en el po-
len maduro (seco) y cae a lo largo del desarollo del tubo polinico. También hay otros dos
clusters (3 y 5) que tienen el comportamiento inverso. Aunque los datos se escalaron para
evitar el sesgo por nivel de expresion, en ambas parejas de clusters se aprecia que uno
tiene mayor expresion que el otro.

Analizamos funcionalmente los clusters para conocer en qué procesos se activan o re-
primen los genes coordinadamente. Empezando por los genes que aumentan la expresion
durante el proceso:

* El cluster 3 nos lleva a procesos de crecimiento de tubo polinico y otras respuestas

a estimulos (calor, hipersensibilidad, salinidad y frio).

* El cluster 5 sefiala los procesos de citocinesis, metabolismo de lipidos, respuesta a

heridas e hipersensibilidad, biosintesis de almiddn y transcripcion.

* El cluster 2, que sube ligeramente la expresidn con respecto al polen seco, partici-

pa en procesos de respuesta a heridas, transporte de nitrato y desfosforilacion de

proteinas.
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Figura 10. Perfiles de expresién de los seis clusters determinados por clustering jerarquico.

Los clusters que siguen el comportamiento opuesto son:

» El cluster 4 interviene en el plegamiento de las proteinas, transcripcion y respuesta
a estimulos (frio, hipoxia y estrés osmotico).

» El cluster 6 esta relacionado con la biosintesis del fosfatidilinositol, respuesta al es-
trés oxidativo y plegamiento de proteinas.

* Finalmente, el cluster 1, que solo baja ligeramente la expresion, interviene en pro-
cesos de organizacion del citoesqueleto, desarrollo de la raiz, senalizacion, plega-
miento y fosforilacion de proteinas, y respuestas a distintos estimulos (sal, luz UV-B
y frio, principalmente).

En general se puede decir que el polen seco contiene toda una bateria de actividades
preparadas para responder a estimulos externos que le indiquen que ha de permanecer
quiescente o germinar el tubo polinico, y que mantiene en reposo el genoma, y que cuan-
do germinan se pone en marcha en primer lugar el mecanismo de produccion de energia,
el desenrollamiento del DNA para expresar los genes que sinteticen las proteinas necesa-

rias de la pared celular y el tubo polinico, y la divisién de la célula espermatica.
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Figura 11. Representacion de las comunidades que forman la red de co-expresion
del cluster 3 obtenido (A) por clustering jerarquico, en la que los nodos azules coinci-
den con el cluster 9 (B) obtenido por k-medias, que esta implicado en el desarrollo
del tubo polinico.

Para afinar mas el proceso, hemos determinado las posibles comunidades de genes
dentro de cada cluster. De ellos, el cluster 3 (figura 11A), que es el que interviene en pro-
cesos relacionados con el crecimiento del tubo polinico, cuenta con cuatro subgrafos. Uno
esta formado por 20 genes (rojo), relacionado con la respuesta a estreses y la modifica-
cion de histonas. Otro esta formado por seis genes (verde) que interviene en los procesos
relacionados con el crecimiento del tubo polinico, un grupo que también hemos identifica-
do cuando se han hecho agrupaciones por k-medias (cluster 9, figura 11B e informe com-
plementario 2). Las otras dos comunidades (azul y morado) estan formadas por un solo
gen que claramente sirven de coordinacién para los otros dos grandes grupos. Por des-
gracia, se desconoce la naturaleza funcional de estos dos genes, aunque uno de ellos
(Oleur061Scf0076g02032.1) es uno de los 55 genes que mas se expresan en el polen
(véase mas adelante) que solo hemos visto que tiene un dominio de union al DNA relacio -
nado con la familia MYB segun una proteina de Salix suchowensis (tabla 7). Esto sugiere
fuertemente que este gen es uno de los principales reguladores de la elongacién del tubo
polinico, y que esta sin caracterizar, al menos en el olivo. Del otro gen (Oleur061Scf5931-
g00007.1) no tenemos mas informacidén en ninguna otra especie mas alla de proteina pre-
dicha o desconocida.

Si comparamos los seis genes del subgrafo verde del cluster 3 con los siete del cluster

9, apreciamos que hay cinco en comun y tres diferentes (tabla 7).
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Tabla 7. Genes de los clusters 3 y 9. Cinco son comunes entre ambos, el marcado con * es
unico del cluster 3 y los marcados con ** solo aparecen en el cluster 9.

Gen Término GO Anotacién
Oleur061Scf2388g00003.1 G0:0009860 Pollen tube growth
Oleur061Scf2178g06022.1 G0:0009860 Pollen tube growth
Oleur061Scf8557g00002.1 Zinc finger C,H,-type
Oleur061Scf0658g00034.1 Zinc finger, RING/FYVE/PHD-type
Oleur061Scf2783g01016.1 Zinc finger C;H-type
*Oleur061Scf1025g00027.1 Zinc finger, RING/FYVE/PHD-type

**Oleur061Scf5931g00007.1 HTH Myb
**Oleur061Scf0076902032.1 HTH Myb

La posible anotacion de los genes marcados con ** se hizo buscando ortélogos mas re-
motos con BlastP y obtuvimos que ambos genes se describen como miembro de la famila

de reguladores transcripcionales Myb HTH en Salix suchowensis (p. ident. del 34 %).

4.3. Autoincompatibilidad esporofitica en el olivo

En el género Brassica se han descrito seis genes (tabla 1) que tienen un papel en la
autoincompatibilidad esporofitica (Yamamoto and Nishio 2014). Para saber si, como pro-
ponen (Breton and Bervillé 2012; Breton et al. 2014; Koubouris et al. 2014), el olivo pre-
senta este tipo de autoincompatibilidad, hemos determinado sus ortélogos proteicos en Pi-
cual (tabla 8) y hemos estudiado sus perfiles de expresién en el polen (figura 12), aunque

todos menos SCR se detectan en el estigma.

Tabla 8. Genes de la SSI descritos en Brassica, sus ortélogos en Picual y la identidad.

Gen Ortélogo en Picual Identidad (%)
SRK Oleur061Scf0072g00021.1 42,18 %
SCR Oleur061Scf7007g03003.1 52,17 %
MLPK Oleur061Scf3090g04006.1 67,32 %
ARC1 Oleur061Scf2636g00017.1 51,21 %
THL-1 Oleur061Scf9150g904004.1 55,86 %

De los seis genes descritos en la tabla 1, cinco tienen un ortologo lejano en Picual. Cu-
rosamente, dos de ellos se expresan en el polen (ARC1 y THL-1) y uno en la semilla
(MLPK) (figura 12), pero el transcrito de SCR no se detecta. Esto ultimo confirma que el

gen se debe estar expresando en la antera, pero que la proteina si que se localiza en el
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polen (Yamamoto and Nishio 2014), y que los genes de ARC-1, THL-1 y MLPK realizan

mas funciones de senalizacion, ademas de la SSI.

Figura 12. Perfil de expresion de los ortdlogos de olivo para los genes de
Brassica responsables de la autoincompatibilidad gametofitica.

4.4. Genes imprescindibles en el desarrollo del tubo polinico

En la introduccion se comentaron todas las funciones enzimaticas que se ha visto que
son muy importantes para el tubo polinico en Arabidopsis. Hemos sacado de TAIR

(https://www.arabidopsis.org) la lista de todos los que tienen actividad peroxidasa, estera-

sa, hidrolasa, lipasa, poligalacturonasa y pectina metil esterasa, asi como las pectinas, y
la callosa, y otros genes de Arabidopsis que se han descrito en la bibliografia que son ne-
cesarios para el desarrollo del tubo polinico (tabla 2) (Golovkin and Reddy 2003; Qin et al.
2009; Bolafios-Villegas et al. 2015; Dou et al. 2016; Simeunovic et al. 2016; Rui et al.
2020, 6; Beuder et al. 2022). Con todos ellos, hemos sacado de nuestra lista de ortélogos
el gen de olivo que les corresponde (tabla 9) y hemos estudiado sus perfiles de expresiéon
(figuras 13y 14).
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Tabla 9. Genes imprescindibles en el desarrollo del tubo polinico de Arabidopsis y sus
ortélogos en Picual. Con objetivo de abreviar, hemos recogido solo aquellos que se expresan en
nuestras muestras de polen.

Gen

Identificador en

Identificador en Picual

Identidad (%)

Arabidopsis
Peroxidasa AT1G44970 Oleur061Scf3493g01010 76,49 %
Peroxidasa AT4G16270 Oleur061Scf5466902001 63,17 %
Esterasa AT4G30140 Oleur061Scf2586g04033 41,24 %
Lipasa AT4G29460 Oleur061Scf3207g00012 54,81 %
Lipasa AT4G29470 Oleur061Scf3207g00012 47,62 %
Lipasa AT4G30140 Oleur061Scf2586904033 41,24 %
Hidrolasa AT3G24350 Oleur061Scf1959g03038 63,25 %
Pectina AT3G56960 Oleur061Scf9163g16016 65,82 %
Callosa AT2G13680 Oleur061Scf4120g00033 79,43 %
Poligalacturonasa AT4G20050 Oleur061Scf1142g02007 66,37 %
BET11 AT3G58170 Oleur061Scf8647g00015 77,31 %
BET12 AT4G14455 Oleur061Scf1600g00011 58,68 %
Pectin metil esterasa AT1G69940 Oleur061Scf1571g12022 53,5 %
Pectin metil esterasa AT2G47030 Oleur061Scf2813g02010 42,91 %
Pectin metil esterasa AT2G47040 Oleur061Scf2813g02010 41,33 %
Pectin metil esterasa AT2G47050 Oleur061Scf3139g00001 21,56 %
Pectin metil esterasa AT5G07410 Oleur061Scf1571g12022 53,5 %
COG6 AT1G31780 Oleur061Scf2920g01052 72,84 %
SEC1A AT1G02010 Oleur061Scf3218g05043 70,52 %
NPG1 AT2G43040 Oleur061Scf8289g00010 68,52 %
NPGR1 AT1G27460 Oleur061Scf4709g00017 53,76 %
NPGR2 AT4G28600 Oleur061Scf0683g06043 58,55 %
AtCPK14 AT2G41860 Oleur061Scf5519g00009 74,86 %
AtCPK16 AT2G17890 Oleur061Scf0817g00020 73,16 %
AtCPK17 AT5G12180 Oleur061Scf5990g01043 81,26 %
AtCPK20 AT2G38910 Oleur061Scf1329g04011 71,94 %
AtCPK24 AT2G31500 Oleur061Scf6925g00010 65,13 %
AtCPK26 AT4G38230 Oleur061Scf6952g03005 89,35 %
AtCPK34 AT5G19360 Oleur061Scf5990g01043 81,24 %
ROP1 GTPase AT3G51300 Oleur061Scf1177g07033 95,43 %
AtGEF12 AT1G79860 Oleur061Scf0910g15020 60,20 %
RabA4d AT3G12160 Oleur061Scf0968g00007 82,14 %
ACA9 AT3G21180 Oleur061Scf4402g01016 69,39 %
CNGC18 AT5G14870 Oleur061Scf7420g01001 69,42 %
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VANGUARD pectinesterase AT3G62170 Oleur061Scf2813g02010 40,04 %
AtMGD2 AT5G20410 Oleur061Scf3585g01002 81,57 %
AtMGD3 AT2G11810 Oleur061Scf3585g01002 79,04 %

Ninguno de los genes imprescindibles parece cambiar significativamente su expresion
durante el desarrollo del tubo polinico, aunque si que es interesante destacar que para las
lipasas obtenemos seis ortélogos en Picual de los que solo se expresan dos y uno de

ellos (el gen Oleur061Scf2586904033 es el mismo que para la esterasa).

Figura 13. Perfiles de expresion de (A) la callosa, la pectina, la lipasa, la hidrolasa, las peroxidasas,
BET11, la esterasa, la poligalacturonasa y BET12 (B) las cuatro pectin metil esterasas, NPG1, COGS6,
SEC1A, NPGR2 y NPGR1. (Obtenida con OliveAtlas).

Figura 14. Perfiles de expresién de (A) las CDPKs y (B) los genes criticos para el desarrollo del tubo
polinico. (Obtenida con OliveAtlas).
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4.5. Alérgenos

En otro de los objetivos de este trabajo queriamos saber cuales eran los genes concre-
to de Picual que codifican los alérgenos tan conocidos en la especie, y ver si, ademas de
estar presentes en el polen seco (que es de donde se caracterizaron), también estan pre-

sentes cuando crece el tubo polinico.
4.5.1. Ortologia

Para determinar los transcritos de Picual que codifican los alérgenos, hemos utilizado
las secuencias codificantes disponibles en el NCBI (para todos los alérgenos menos para
el Ole e 4y Ole e 7 de los que solo disponemos de las secuencias de proteinas y Ole e 6
ya que su secuencia de nucledétidos no nos devolvia similitud con ningun transcrito) y las
hemos comparado con el transcriptoma de Picual como base de datos (subject) con Blas-
tN (salvo para Ole e 4, Ole e 6 y Ole e 7 que hemos utilizado BlastP contra el proteoma de
Picual). Los ortélogos resultantes se indican en la tabla 10. En el caso de Ole e 5 y
Ole e 11, tenemos varios transcritos que nos han devuelto un porcentaje de identidad muy
elevado que nos impide determinar cual es el correcto. Esto puede deberse a que haya
varios paralogos en Picual, o bien a que el gen esté duplicado o sea una quimera dado el
estado de borrador del genoma de esta variedad. También hemos colocado dos posibles
ortdlogos para Ole e 1, aunque probablemente el verdadero sea el que hemos denomina-
do 1.1.

Tabla 10. Propuesta de ortologia de los alérgenos del olivo en Picual.

Alérgeno Transcrito de Picual Ident. (%) Alérgeno Transcrito de Picual Ident. (%)

Ole e 1.1 Oleur061Scf2365g01009.1 98 % Olee 8 Oleur061Scf1812g02029.1 100 %
Ole e 1.2 Oleur061Scf2365g01011.1  >96 % Olee 9  Oleur061Scf3514g03028.1  >98 %
Ole e 2  Oleur061Scf0405902004.1  >97 % Ole e 10 Oleur061Scf1517g08025.1 100 %
Olee3  Oleur061Scf0677g01016.1 97 % Ole e 11.1 Oleur061Scf0658g00038.1 100 %
Ole e 4* Oleur061Scf4268g00005.1 100 % Ole e 11.2 Oleur061Scf1025g00024.1 99 %
Ole e 5.1 Oleur061Scf1858g00035.1  >99 % Ole e 12 Oleur061Scf3497g00001.1 100 %
Ole e 5.2 0Oleur061Scf7408g00008.1  >99 % Ole e 13 Oleur061Scf2948903005.1 99 %
Ole e 6* Oleur061Scf5231g01021.1 64 % Ole e 14 Oleur061Scf1515g00017.1  >98 %

Ole e 7* Oleur061Scf3787901003.1 90 % Ole e 15 Oleur061Scf0157g06006.1 99 %
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Todos los alérgenos, menos el Ole e 7y el Ole e 13 (por ser de fruto) se expresan en
nuestras muestras de polen. La inesperada ausencia de Ole e 7 ya se debati6 en la tesis

de Rosario Carmona (Carmona 2020).
4.5.2. Perfil de expresion

Para conocer el perfil y nivel de expresion de estos alérgenos, los representamos grafi-
camente en funcién de las muestras de polen (figura 15). El nivel de expresién de los alér-
genos se mantiene practicamente constante durante el desarrollo del tubo polinico. Ade-
mas, los alérgenos con mayor expresion son el Ole e 1y el Ole e 14, mientras que
Ole e 15 es el que menos se expresa Yy que explica por qué ha sido el ultimo en identificar-
se (San Segundo-Acosta et al. 2019).

Figura 15. Perfil de expresion de los alérgenos propuestos.

4.6. Caracterizacion transcripcional de la semilla de olivo

4.6.1. Perfil proteico

Aunque el objetivo a largo plazo es el estudio del endospermo (junto con la testa) y el

embridn por separado en distintos tiempos de maduracién para conocer coOmo se acumu-
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lan los componentes nutracéuticos de interés, hemos empezado por conocer si ambos te-
jidos presentan perfiles proteicos facilmente diferenciables en los genes de poliacrilamida
tefiidos con Coomassie. Para ello, hemos llevado a cabo un breve experimento de extrac-
cion de proteinas como se describe en los materiales y métodos. A continuacion, se des-
naturalizan y se separan en una electroforesis SDS-PAGE. Como resultado obtenemos
que las proteinas mayoritarias son muy parecidas y no hay cambios significativos en las
semillas de Picual (figura 16A), y tampoco en las de Arbequina (no se muestran por ser
exactamente iguales a los de Picual). El gel de acrilamida tenifio se escaned con el Gel
Doc™ para cuantificar y demostrar que los perfiles son practicamente indistinguibles entre
las condiciones (figura 16B). Como no se aprecia un cambio a simple vista en las protei-
nas minoritarias ni tan siquiera entre tejidos tan distintos como el endospermo y el em-
brion, las diferencias se conseguiran manifestar con mas facilidad con un analisis trans-

cripcional de las muestras.

Figura 16. Analisis de las proteinas de semilla. (A) SDS PAGE del extracto de proteinas de Picual y
(B) perfiles de cuantificacién. SEED: semilla completa. T+End: testa y endospermo. EMBR: embrién.
105, 130 y 210 son los dias después de la antesis que caracterizan los tres estadios principales de ma-
duracion.

4.6.2. Filtrado de los genes

Para este trabajo disponiamos solo de tres réplicas de embriones, otras tres de endos-
permo y testa y una muestra de semilla completa, todos en el momento inicial de la semi-

lla (dia 105), mapeadas sobre el transcriptoma de Picual. Al igual que con el polen, se fil-
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traron los genes con expresion poco fiable antes de normalizarlos. Hemos utilizado tam-
bién la herramienta web iDEP.95 y en el filtrado nos quedamos con los genes que tienen
al menos 1 CPM en 3 librerias. En este caso, no se expresaban nunca 18.085 genes
(22 %) y de los 44.096 (54 %) que se expresaban, solo 39.410 (48 %) superaron el filtra-

do. Lo primero que queda claro es que se estan expresando mas genes que en el polen.

Figura 17. La congruencia de las réplicas de las muestras de los tejidos de la semilla se ilustra con un
(A) PCA en el que se han usado las lineas rojas discontinuas para definir los agrupamientos, y se sefia-
la la muestra de semilla porque esta mas cerca de las T+End. (B) Grafico de silueta de las muestras
cuando se agrupan en tres clusters. Independientemente de cémo se agrupan, todas las muestras con-
tribuyen positivamente al analisis.

4.6.3. Congruencia de las réplicas

De nuevo queriamos ver que las muestras se agrupan por condicion experimental. En
el PCA de la semilla (figura 17A) podemos ver que las muestras de embrion (EMBR) y las
de testa y endospermo (T+End) se separan bien en la primera dimensién, lo que nos indi-
ca que son diferentes entre si. La unica muestra de semilla completa esta mas cerca de
las réplicas de T+End, pero es lo esperable porque el tejido que ocupa la mayor parte de
la semilla es el endospermo. También llama la atencion como, tanto para T+End como
para EMBR, hay dos réplicas que estan muy juntas y una tercera que aparece mas sepa-
rada. Al igual que en el polen, son datos que vienen de dos campafas de muestreo y se-

cuenciacion diferentes. Cuando hacemos un clustering jerarquico y lo valoramos con un
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grafico de silueta (figura 17B) con 3 clusters, uno por condicion experimental, una de las
réplicas de T+End no contribuye ni positiva ni negativamente. Ademas, las otras dos répli-
cas de T+End se agrupan bien con la de SEED vy las tres de EMBR se agrupan entre
ellas. Como ninguna muestra nos introduce ruido, trabajaremos con todas ellas. Cuando
repetimos el clustering jerarquico sin la muestra de semilla e indicando que haga solo 2
clusters, entonces los grupos son los esperados (informe complementario 2). Todo ello in-

dica que las muestras son aptas para el analisis.

Figura 18. Procesos bioldgicos que se dan en los genes expresados en la semilla representa-
dos (A) en funcién de su frecuencia (barras) y su singularidad (linea roja), o como tabla (B) con
los 20 mas frecuentes.

4.6.4. Funciones celulares de la semilla

Un analisis funcional con REVIGO de los genes que se expresan en la semilla (figura
18A) nos indica que la mayoria de los procesos bioldgicos tienen una frecuencia baja y
esta tampoco va ligada a su singularidad. En la figura 18B tenemos una tabla con los 20
procesos mas frecuentes. De nuevo, para este analisis hemos utilizado los ortélogo en

Arabidopsis y sus términos GOs asociados, por lo que de 39.410 genes nos quedamos
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con 33.445 términos GOs unicos.

Ahora que ya sabemos los principales procesos biologicos que se dan en la semilla, es
conveniente analizar los que se enriquecen (figura 19) que aparecen relacionados con el
procesamiento (n = 343, FE = 1,82) y el metabolismo (n = 400, FE = 1,79) de ARN no co-
dificante, en un claro ejemplo de la puesta en marcha de la maquinaria de regulacién que

necesita, sobre todo, el embridon. También se dan procesos de transporte y desarrollo.

Figura 19. Enriquecimiento funcional de los genes que se expresan en la semilla. Los detalles son
como en la figura 6. (Obtenida de ShinyGO 0.76)

4.6.5. Expresion diferencial de los tejidos de la semilla

Analizamos los cambios de expresién diferencial que se producen en la semilla entre la
testatendospermo y el embrién (figura 20). Este analisis definié un numero elevado de
genes que se sobreexpresan en T+End (1.576) y un numero mas reducido de genes que
lo hacen en el EMBR (947) en consonancia con la movilizacion de recursos del endosper-

mo para alimentar al embridn durante el inicio de su desarrollo.
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Figura 20. Numero de DEGs para la comparacién de T+End frente a EMBR.

Figura 21. Procesos biolégicos que se enriquecen en T+End en los DEGs de la comparacion
T+End-EMBR. (Obtenida con ShinyGO 0.76).

Analizamos entonces por enriquecimiento funcional con ShinyGO v0.76 estos DEGs
empleando el correspondiente ortélogo en Arabidopsis. Los procesos que se enriquecen
en la T+End (figura 21) son los relacionados con la sintesis de glucidos y grasas, el trans-
porte transmembranario y procesos de respuesta, de nuevo en concordancia con la fun-
cion conocida del endospermo. En cuanto a los procesos que se enriquecen en el EMBR
(figura 22) son los que regulan la polaridad, la especializaciéon de tejidos y 6rganos, la sin-

tesis de macromoléculas y biosintesis o que es inequivoca sefal de un organismo en de-
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sarrollo.

Figura 22. Procesos biolégicos que se enriquecen en EMBR en los DEGs de la comparacion
T+End-EMBR. (Obtenida con ShinyGO 0.76).

Coexpresion de genes de los tejidos de la semilla

El analisis de clustering jerarquico con "poda" dinamica del dendograma nos devolvio

seis clusters (figura 23A) con los numeros de genes recogidos en la tabla 11.

Tabla 11. Clusters del clustering jerarquico y numero de genes que tiene cada uno.

Cluster 1 2 3 4 5 6

NuUmero de genes 368 234 205 132 87 54

Se dividen en dos perfiles de expresion principales: los que tienen una expresion mas
baja en EMBR y aumenta en T+End (1, 3, 4 y 6) y los que tienen una expresién elevada
en EMBR y cae en T+End (2 y 5). El informe completo sobre este analisis se encuentra en
la informe complementario 3. Puesto que las pendiente son similares, la Unica diferencia

real entre los grupos parece estar en su nivel de expresién. El verdadero parecido entre
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los distintos clusters se aprecia muy bien en la matriz cromatica (heatmap) de la figura
23B.

Figura 23. Perfil de expresion de los clusters de las muestras de semilla (A) obtenidos por clustering je-
rarquico o como una (B) matriz cromatica (heatmap).

Figura 24. Clusters numero 5 (A) y numero 6 (B) del clustering jerarquico, los unicos
que presentan varias comunidades numerosas y hubs.

Hemos determinado las comunidades de co-expresion de cada uno de los seis clusters.
En la mayoria, las comunidades estan formadas solo por 2 a 5 genes, pero en los clusters

5y 6 las redes contienen algunos hub significativos (nodos verdes en el cluster 5 y nodos
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azul claro en el cluster 6). En el cluster 5 (figura 24A) se dan procesos de regulacion y bio-
sintesis (figura S7), mientras que en el cluster 6 (figura 24A) tenemos procesos de meta-

bolismo de la pared celular y metabolismo secundario.

4.7. El atlas de expresion del olivo

Construir un atlas de expresion del olivo (figura 25) nos va a facilitar obtener informa-
cion de los patrones de expresion de los genes. Cuando se ponga en funcionamiento es-
taran disponibles todos los datos de Picual analizados en este TFM (muestras de polen y
semilla) y datos replicados encontrados en bases de datos publicas que se estan locali-
zando en nuestro laboratorio (muestras de fruto, flor, hoja, meristemos, raiz, tallo y polen,
muestras de estreses abidticos como frio y heridas en la raiz, y muestras a estreses bidti-
cos como infeccion por Verticillium dahliae). En el futuro contemplamos extender este
atlas a todas las variedades para las que haya un genoma fiable.

El atlas de expresion incluye multiples métodos de visualizacidn para explorar y compa-
rar los datos de expresion en una gran variedad de tejidos y condiciones experimentales.
Su herramienta principal es la expresiéon de genes, que nos permite hacer una busqueda
en la base de datos de una lista de genes de interés y representar sus perfiles de expre-
sion, asi como una matriz cromatica con los niveles de expresion medios en cada réplica,
una grafica los valores de expresidon de cada réplica para cada gen de forma individual y
una tabla  resumen (figura  26). Estara conectado a  OliveTreeDB
(https://genomaolivar.dipujaen.es) para el uso de herramientas como busqueda de genes
por su ID o anotacidén, BLAST, JBrowse, extraccion de secuencias y extraccion de anota-
ciones. En el futuro se plantea afnadir una herramienta de busqueda de ortdlogos entre al-
gunas variedades de olivo.

Actualmente es accesible de forma local, pero en los préximos meses se podra consul-

tar en un servidor web (https://oliveatlas.uma.es/).
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Figura 25. P4gina de bienvenida a OliveAtlas.

4.7.1. Construccion del atlas

Para construir el atlas, hemos instalado los recursos de EasyGDB (Fernandez-Pozo
and Bombarely 2022) en un contenedor Docker, hemos colocado los datos de expresion
en el directorio scr/expression_data y ya lo tenemos listo para funcionar localmente a tra-

vés de la direccion localhost:8000/easy_gdb/.
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Figura 26. Herramientas disponibles en OliveAtlas. (A) Grafica de los perfiles de expresion. (B) Matriz
cromatica con los niveles de expresidn medios de cada réplica. (C) Grafica de los valores de expresion
cada réplica para cada gen. (D) Tabla resumen.

4.7.2. Genes que mas varian durante el desarrollo del tubo polinico

Para ilustrar la comodidad que es tener este atlas, analizamos de los perfiles de expre-
sion de los 55 genes que mas cambian en el desarrollo del tubo polinico cuando se calcu-
la el coeficiente de variacion del logaritmo de la expresion de cada gen a lo largo de todas
las muestras. Los 55 son los que tienen un CV > 15 %, independientemente de si son
DEG o no. Si nos centramos en los 15 primeros (por limitacion de la interfaz), vemos que
el gen Oleur061Scf5133g00001, pese a ser uno de los genes mas variables del polen
(CV = 24 %), es una proteina similar a las vicilinas (tipicas de semilla) que se expresa
considerablemente mas en la semilla (figura 27A). Su elevada expresion en la semilla nos
impide ver el comportamiento de los otros genes. Si lo quitamos con un simple clic, obser-

vamos que tenemos un problema similar con los genes Oleur061Scf1113g02004
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(CV = 19 %), Oleur061Scf0235g01002 (CV = 22 %) y Oleur061Scf1681g00026
(CV =21 %), que son una proteina F-box SKIP27 y dos dehidrinas ERD10, respectiva-
mente (figura 27B), también tipicas de semilla, con un nivel de expresion elevadisimo en
esos tejidos. Al ocultar sus perfiles de expresion con sendos clic, nos aparecen dos genes
con comportamientos interesantes: el gen Oleur061Scf11989g01026 (CV =22 %)y el gen
Oleur061Scf1515g03018 (CV = 20 %). Ninguno de ellos se expresa en la semilla, mien-
tras que en el polen aumenta mucho su expresion entre la primera y la tercera hora de de-
sarrollo y luego disminuye a las 6 h (figura 27C). Lamentablemente, ninguno de estos dos
genes esta anotado y no sabemos qué funcion pueden desempeniar. Por tanto, acabamos
de descubrir dos genes muy expresados durante el desarrollo del tubo polinico para los

que no tenemos ninguna informacién y que merecen un futuro estudio mas profundo.

Figura 27. Perfil de expresion en las muestras de semilla y de polen de los 15
primeros genes mas variables en el desarrollo del tubo polinico. (Modificada
del Atlas del olivo, en desarrollo).
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Figura 28. Perfil de expresién en las muestras de semilla y de polen de los 15 se-
gundos genes mas variables en el desarrollo del tubo polinico. (Modificada del Atlas
del olivo, en desarrollo).

Si analizamos los siguientes 15 genes, Oleur061Scf2906g00012 (CV = 17 %) es una
proteina F-box SKIP27 que se expresa mucho mas en la semilla que en el polen
(figura 28A), como la mayoria de las F-box. Si ocultamos su expresion, tenemos los genes
Oleur061Scf8524g01004 (CV = 18 %), Oleur061Scf8080g00001 (CV = 17 %) vy
Oleur061Scf0334g01015 (CV = 18 %), que son una chaperona similar a la HSP20, otra
proteina F-box SKIP27 y un gen cuya funciéon desconocemos, tienen un comportamiento
similar en la semilla (figura 28B) y, lo mas interesante, la chaperona aumenta claramente
su expresion a las 6 h de desarrollo del tubo polinico. Si ocultamos estos tres genes, po-
demos apreciar al gen Oleur061Scf2783g01016 (CV = 18 %) que tiene un comportamien-

to muy interesante y es que su expresion se dispara casi cincuenta veces desde tiempo
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0 h a 6 h (figura 28C). Este gen en un dedo de zinc tipo C.H. que podria ser responsable
de la regulacion génica de las ultimas etapas de este proceso.

Llama la atencion que encontremos tantos genes tan poco estudiados entre los que
mas varian durante el desarrollo del tubo polinico. De hecho, de los 55 genes hay 13 que
no conocemos la funcién que desempefian. Para intentar anotarlos, hemos hecho un
BlastP de su secuencia de proteinas contra la base de datos de proteinas vegetales no
redundantes. De estos transcritos, Oleur061Scf2371g06028.1 se describe como proteina
de almacenamiento de semillas similar a la vicilina (p. ident. del 40 %), como proteina tipo
Nipped-B (p. ident. del 57 %) y como proteina similar a la Histona Lisina N-Metiltransfera-
sa, H3 lisina-4 especifica (p. ident. del 45 %) en Actinidia chinensis var. chinensis. El
transcrito Oleur061Scf2388g00003.1 aparece como factor p de intercambio de nucleétidos
de guanina en Perilla frutescens y en Salix suchowensis (p. ident. del 44 %). Oleur061S-
cf6949900013.1 esta anotado como proteina similar a la chaperonina en Actinidia chinen-
sis var. chinensis (60 % de indentidad); proteina de union de la membrana plasmatica en
Parasponia andersonii (59 % de identidad), Perilla frutescens (sube al 65 %) y Trema
orientale (59 %); y proteina transmembranaria en Prunus mume (57 % de identidad) y
Senna tora (60 % de indentidad). Por ultimo, Oleur061Scf8846908018.1 se describe como
proteina similar a la oxidorreductina 1 de reticulo endoplasmatico (60 % de identidad) y a
una proteina transmembranaria (56 % de identidad) en Pyrus ussuriensis x Pyrus com-
munis (60 % de identidad). El transcrito Oleur061Scf0076902032.1 se describe como pro-
teina HTH Myb en Salix suchowensis (34 % de identidad), que lo coloca como un inequi-

voco factor de transcripcion.
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5. Discusion

Las diferencias en el mapeo podrian deberse a la procedencia de las variedades

Las diferencias observadas en el mapeo cuando se usa Picual o acebuche como refe-
rencia (tabla 5) y los resultados del porcentaje de identidad de los ortdlogos proteicos de
estas dos variedades (figura 3) nos indican que Picual y acebuche podrian parecerse me-
nos de lo que cabria esperar. Sin embargo, en (Besnard et al. 2001) se compararon los
perfiles RAPDs (amplificacion aleatoria de ADN polimérfico o Random Ampilification of
Polymorphic DNA) de 121 cultivares de olivo con los de 20 poblaciones naturales de ace-
buche de las zonas oriental y occidental de la Cuenca del Mediterraneo y determinaron
que los cultivares de Israel, Turquia, Siria, Grecia y Sicilia estaban cerca del grupo oriental
de acebuches, mientras que los clones de ltalia continental, Francia continental, Coércega,
Espaina y el Magreb estaban mas cerca del grupo occidental. Dado que el acebuche se-
cuenciado era un individuo localizado en la ciudad de Orhangazi de la provincia de Bursa
(Turquia) (Unver et al. 2017), mientras que las muestras que hemos estudiado son de in-
dividuos de la variedad Picual cultivados en la Estacion Experimental del Zaidin (Granada,
Espafa), la distinta procedencia geografica podria explicar muy bien el bajisimo porcenta-
je de mapeo (~6 %) de las lecturas de Picual sobre la referencia de acebuche. En cambio,
el genoma secuenciado de Farga se hizo a partir de muestras tomadas de un individuo de
la region del Maestrazgo (Teruel, Espana) de unos mil afios de antigtiedad (Cruz et al.
2016). La variedad Arbequina procede de Palestina, pero se introdujo en Espafia en la co-

marca de Arbeca en Lérida en el siglo XVII (https://centrodeoclivaryaceite.com/arbequina-

una-variedad-en-expansion/), aunque se secuencid un individuo de Mianning, en la pro-
vincia de Sichuan (China) (Rao et al. 2021) donde fue introducido en 1964 desde Albania

(Wang et al. 2019), que pertenece a la Cuenca del Mediterraneo occidental. Dada la plas-

ticidad fenotipica (y probablemente del genoma) del olivo (Mousavi et al. 2019; Badad et
al. 2021), parece que Farga, Picual y Arbequina podrian considerarse occidentales, y dife-
rentes al acebuche turco, y que esto justificaria la diferencia tan grande que se observa en
los mapeos, ya que ambos proceden de dos grupos de olivos silvestres diferentes. En
cambio, es mas dificil explicar que dado que Arbequina es la variedad que llegd mas re-
cientemente a la peninsula de las analizadas, se parezca tanto a Picual (figura 3), por lo
que es posible que las diferencias de secuencia en los genomas se deban a otros factores

que no hemos contemplado.
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El nimero de genes expresados se incrementa a lo largo del desarrollo del tubo
polinico

El genoma de olivo cuenta con 81.484 transcritos tentativos derivados de otros tantos
modelos de gen predichos en el genoma (Unver et al. 2017). Como de los 19.828 que se
expresan a 0 h se pasa a 21.024 a 6 h y ademas hay 25.373 transcritos que nunca se ex-
presan, planteamos la posibilidad de que dicho genoma esta sobreestimado y sera nece-
sario muestrear otros tejidos y etapas de desarrollo del olivo para confirmarlo, algo que ya
se esta haciendo en nuestro laboratorio. De hecho, en (Carmona et al. 2015) ya se plan-
teaba que el transcriptoma reproductivo representativo de olivo debia rondar como mucho
los 28.972 transcritos tentativos, un valor muy cercano al numero de genes expresados en
el polen que hemos detectado (22.937).

En (Wang et al. 2008) se describe un estudio similar al realizado en este TFM: descri-
bieron los cambios en el transcriptoma de los granos de polen maduros desecados a los
granos de polen hidratados y luego a los tubos polinicos de Arabidopsis. Encontraron que
el numero de genes expresados aumento significativamente desde el polen maduro dese-
cado hasta el polen hidratado y, de nuevo, hasta los tubos polinicos en crecimiento. En
nuestro caso, hay un aumento de 716 genes entre el polen maduro desecado (muestras
POH) y el polen hidratado (P1H), y un aumento de 480 genes a lo largo del desarrollo del
tubo polinico hasta las 6 h, unas cifras muy cercanas a los 692 genes y 255 que se descri-
ben para Arabidopsis en (Wang et al. 2008), respectivamente.

Un posible gen clave del desarrollo del tubo polinico

En el analisis de expresion diferencial hallamos un DEG que resulta de especial interés
porque su expresion va en aumento significativo a medida que se desarrolla el tubo polini-
co (figura 8B). La anotacion de gen indica que tiene un dedo de zinc de tipo RING (Really
Interesting New Genes) presente principalmente en las ubicuitina ligasas de tipo E3, que
desempenan funciones muy importantes en las plantes relacionadas con el crecimiento,
desarrollo, resistencia al estrés (sequia, salinidad, temperatura, oxidacion y metales dafi-
nos) y transduccion de sefiales (Han et al. 2022). Su funcién mas reconocida es la de mo-
dificar y degradar las proteinas oportunas. Este resultado nos incita a pensar que la de-
gradacion de proteinas tiene una funcién relevante en el desarrollo del tubo polinico. Pero
es que, ademas, se ha visto que estas proteinas se pueden acumular en el nucleo (Sun et
al. 2019) y funcionar como factor de transcripcion, y asi regular la respuesta al estrés, aci-
do abcisico, etileno y otras (Han et al. 2022). Recientemente se ha descubierto que otra

proteina RING regula el estrés hidrico gracias a su actividad en el ciclo de ubicutinacion
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(Chen et al. 2022). ¢Podria también regular la expresion de algunos genes que intervie-
nen en el desarrollo de este érgano? Esto podria ser indicio de que estamos ante una
nueva proteina pluriempleada (moonlight protein) (Singh and Bhalla 2020), aunque habria
que comprobar en el olivo en qué localizacion intracelular aparece.

El perfil funcional del tubo polinico de olivo es similar al de otras plantas

Se sabe que el polen, antes de germinar, tiene una expresion baja en genes relaciona-
dos con las vias energéticas y la traduccion, pero cuenta con una gran reserva de riboso-
mas y ARNt necesario para la traduccion durante el crecimiento del tubo polinico (da Cos-
ta-Nunes and Grossniklaus 2004). Esto explicaria por qué vemos un enriquecimiento de
estos dos procesos a 1 h de la germinacién (figura S2) y por qué estos dos procesos apa-
recen reprimidos a 0 h. De hecho, en (Wang et al. 2008) se describe que la expresion de
los genes relacionados con la transcripcion, la transduccion de sefiales y el transporte ce-
lular se modificaron significativamente durante la germinacion del polen y el crecimiento
del tubo, que son procesos que en nuestro analisis funcional aparecen entre los 20 mas
frecuentes (figura 5B). Con todo esto, parece que el polen maduro esta controlando que
esa germinacion no se produzca antes de entrar en contacto con el estigma, ya que se
enriquecen procesos relacionados con la regulacion de la expresion génica (figura S1). A
1 h también se dan procesos relacionados con el acido giberélico (figura S3), crucial en la
germinacioén del polen y el desarrollo del tubo polinico en arroz (Chhun et al. 2007) y en
Arabidopsis (Singh et al. 2002). A las 3 h se enriquecen procesos relacionados con la mi-
tosis y la divisién celular, probablemente porque en ese momento se esté produciendo la
mitosis polinica Il (McCormick 2004). Mas concretamente, se ha visto que la expresién gé-
nica en el gametofito masculino esta sesgada hacia la sefializacién y el transporte de ve-
siculas (Pina et al. 2005). En cuanto a la sefalizacion, se enriquece la ruta de sefaliza-
cion mediada por el acido giberélico a 1 h (figura S3), pero las CDPKs, que estan involu-
cradas en el crecimiento del tubo polinico (Yang et al. 2021) tienen un perfil de expresion
constante durante todo el desarrollo del tubo polinico (figura 14A). El transporte de vesicu-
las se enriquece en el polen maduro (figura S1) y en el polen tras 6 h de germinacion
(figura S6), por lo que comprobamos que en el olivo las vesiculas también son relevantes
justo antes de la germinacion y en el ultimo estadio del desarrollo del tubo.

En nuestras muestras de polen maduro se expresan muchos genes de respuesta a es-
trés abidtico y bidtico para proteger el polen y la mayoria se inhiben en la primera hora de
germinacion (figura 10). Esto tiene sentido porque el proceso de fecundacién puede ser

interrumpido por cambios ambientales y el polen es muy sensible a estreses como el frio
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o0 una humedad baja (Luria et al. 2019), lo que también podria explicar que en el cluster 3
(figura 11) haya una comunidad que interviene en procesos del crecimiento del tubo poli-
nico que se co-expresa de forma estrecha con una subcomunidad relacionada con la res-
puesta a estreses.

El polen contiene proteinas que no se transcriben en él y eso dificulta el estudio
transcripcional de la autoincompatibilidad

El estudio de los genes de la figura 12 no nos permite confirmar ni desmentir que en el
olivo se dé la DSI, como se describe en (Saumitou-Laprade et al. 2017b) ni tampoco po-
demos descartar la SSI, ya que todos los genes, salvo SCR, se expresen en el estigma.
Solo podemos confirmar que no es en el polen donde se expresa el transcrito de SCR, al
igual que sugirié (Carmona 2020) para el alérgeno Ole e 7. Tanto con SCR como con
Ole e 7, la proteina se detecta en el polen pero no asi su transcrito.

También vemos que otros de los genes del proceso descritos en el estigma que tam-
bién se expresan en el polen (ARC1y THL-1) y otro mas en la semilla (MLPK), por lo que
claramente intervienen en otras sefializaciones intracelulares fuera del estigma o, en su
defecto, los ortdlogos determinados son muy lejanos y nos llevan a un paralogo incorrecto
en el olivo. Seguiremos buscando genes que se sepa que intervienen en la DSI por locali-
zacién en el genoma de los microsatélites asociados a los locus de DSI descritos en
(Besnard et al. 2020) y (Mariotti et al. 2021), y mejorando la ortologia y anotacién de los
genes de Picual.

Los genes esenciales para el desarrollo del tubo polinico y los alérgenos se man-
tienen constantes

Cuando estudiamos el perfil de expresiéon de los alérgenos (figura 15) y de los genes
importantes para el desarrollo del tubo polinico (figuras 13 y 14) apreciamos que dicho
perfil es bastante plano entre 0 h y 6 h. Esto indica que los genes esenciales ya estan ac-
tivados en el polen en reposo y su expresion continua siendo necesaria durante el desa-
rrollo del tubo polinico, aunque no se observan cambios significativos de niveles de expre-
sion.

Con respecto a los alérgenos, hemos determinado con bastante seguridad los ortdlo-
gos de Picual (tabla 10) para los 15 alérgenos de olivo que hay descritos hasta la fecha
(tabla 3) con una identidad elevada en todos los casos (salvo en Ole e 6). Todos, menos
el Ole e 7y el Ole e 13 se expresan en nuestras muestras de polen de una forma cons-
tante durante el desarrollo del tubo polinico (figura 15). La ausencia de Ole e 13 tiene sen-

tido porque es un alérgeno presente en el fruto, pero la de Ole e 7 es un misterio que ya
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apuntaba Rosario Carmona en su tesis (Carmona 2020). Carmona propuso que el trans-
crito se sintetiza en otro tejido, donde se traducira a proteina, y que solo la proteina sea
transportada al grano de polen. Otro aspecto llamativo es que el transcrito de Ole e 1, el
primer alérgeno que se identifico por ser el mas abundante, es el segundo en abundancia
en todos los estadios, detras de Ole e 74. Lo notable de este hecho es que Ole e 74 se ha
descrito muy recientemente (Oeo-Santos et al. 2018) (de ahi la numeracion), por lo que, a
pesar de que el transcrito sea el mas abundante, la proteina no se expresa de manera
equivalente. Quiza este gen, una poligalacturonasa involucrada en elongacion celular,
abscisidén de érganos, liberacion de microsporas y crecimiento del tubo polinico, sea uno
mas de los que se encuentra en el polen seco para tenerlo preparado para responder ra-
pidamente ante cualquier situacion adversa o favorable del entorno.

En el desarrollo del tubo polinico intervienen mas reguladores de los que se
conocen

Los analisis de coexpresion de genes sirven para detectar grupos de genes que res-
pondan al mismo proceso o via celular, o bien para localizar posibles reguladores comu-
nes de todos ellos. Lo mas destacable que se ha encontrado en este trabajo es el
cluster 3 del polen (figura 11A), que esta implicado en procesos de respuesta a diferentes
estreses, como son el calor, el frio y la salinidad, asi como en el desarrollo del tubo polini-
co. Dicho cluster tiene el perfil de expresion que mas aumenta con el tiempo (figura 10),
aunque disminuye ligeramente a las 6 h, por lo que quizas el tubo ya se puede considerar
formado a las 6 h. Adicionalmente, de los genes que pertenecen a la comunidad relacio-
nada con el crecimiento del tubo polinico, dos de ellos tienen un dedo de zinc de tipo
RING y otros dos son factores de transcripcion Myb que segun lo descrito en (Leydon et
al. 2013) parecen necesarios para la diferenciacion del tubo polinico.

Los clusters 4 y 6 estan involucrados en procesos de respuesta al frio, a la hipoxia y al
estrés osmotico, asi como al estrés oxidativo, respectivamente. Dichos clusters tienen una
expresion elevada a 0 h, pero disminuyen a lo largo del desarrollo del tubo (hasta llegar a
inhibirse, en el caso del cluster 6, figura 10), lo que nos confirma lo que habiamos intuido
con los datos de expresion diferencial: hay respuestas al estrés que estan activas en el
polen maduro y desaparecen durante la germinacidén por no ser necesarias. Ademas, los
genes que regulan el crecimiento del tubo polinico y la respuesta a estreses estan conec-
tados por dos genes de funcidn desconocida de los que uno de ellos podria ser un factor
de transcripcion de la familia Myb.

Gracias al atlas de expresién de Picual hemos encontrado informacion pertinente de
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genes que varian mucho su expresion en el polen, pero se expresan considerablemente
mas en semilla y regulan dos proteinas de interés que son las vicilinas y las proteinas F-
box (Zafra et al. 2018; Jain et al. 2007). Esto nos hace pensar que quiza estas dos protei-
nas estudiadas en semilla no tengan una funcion unica y sean relevantes en los procesos
que se dan en otros tejidos. También encontramos otras proteinas reguladoras que son
importantes y a las que no se les ha prestado atencion.

El endospermo tiene muy activo el metabolismo para aportar nutrientes al em-
brién

Hemos hallado que no se aprecian diferencias claras entre las proteinas de la testa y
endospermo (T+End), o del embrién (EMBR), cuando se miran mediante un gel de protei-
nas, porque aparecen 6 proteinas muy mayoritarias que lo enmascaran todo (figura 13),
por lo que es necesario un analisis transcripcional de las muestras para encontrar cam-
bios mas sutiles. Los andlisis a tiempo 0 h indican que hay diferencias significativas entre
T+End y EMBR (figuras 21 y 22), por lo que es necesario realizar un estudio a diferentes
tiempos de maduracion, que se encuentra en curso.

En lineas generales, de la comparacion realizada deducimos que el endospermo tiene
enriquecidos procesos de metabolismo como la biosintesis de acidos grasos y la sintesis
de glucidos para alimentar al embrion, asi como el transporte transmembranario que es el
proceso necesario para intercambiar esos nutrientes y procesos de respuesta que es la
forma de que ambos tejidos se comuniquen (figura 21). En cuanto al embrion, se enrique-
cen procesos relacionados con la polaridad, ya que esta en crecimiento y se va a definir la
orientacion de los diferentes tejidos, asi como la especializacién de dichos tejidos y 6rga-

nos (figura 22). Estos resultados concuerdan con lo descrito en (Yan et al. 2014).
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6. Limitaciones y lineas futuras

Seria interesante repetir los mismos analisis utilizando el genoma en lugar del trans-
criptoma. Por ello, estamos desarrollando un flujo de trabajo en el que partimos de las lec-
turas brutas y las alineamos contra un genoma de referencia de Picual, sin olvidar los pa-
sos intermedios del control de la calidad de las lecturas brutas, el preprocesamiento, el
control de calidad de las lecturas limpias, y la posterior cuantificacion de la expresion géni-
ca. Una vez que este flujo esté puesto a punto, pretendemos implementarlo y volver a
analizar las muestras estudiadas en este trabajo para poder analizar las posibles diferen-
cias, asi como muestras de Picual obtenidas de la base de datos del SRA con la intencion
de afadirlas a un atlas de expresion del olivo que tenemos en desarrollo (OliveAtlas).

También merece la pena mejorar la ortologia con Arabidopsis para minimizar los casos
en los que los ortélogos lejanos nos devuelvan informacién poco precisa y afadir una or-
tologia con chopo como modelo de arbol. Seria conveniente mejorar las anotaciones de
Picual para anadir un archivo GMT a la instalacién local de iDEP como referencia para los
analisis de enriquecimiento, lo que nos permitira realizar los analisis funcionales directa-
mente con Picual y no depender tanto de su ortologia con Arabidopsis.

Creemos necesario estudiar en detalle todos esos genes clave que hemos determinado
y que no se sabe lo que son en ninguna especie, ya que es probable que intervengan en

procesos importantes en el desarrollo del tubo polinico.
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7. Conclusiones

1. El genoma de las variedades de olivo europeas se parecen mas entre si que al ge-
noma de acebuche, probablemente debido a la segregacion geografica y la plasticidad del
olivo.

2. El perfil funcional del desarrollo del tubo polinico del polen de olivo indica que el po-
len maduro sin hidratar ya tiene activados una gran cantidad de genes en prevision de las
situaciones favorables y adversas que se pueda encontrar. Una vez que el polen comien-
za a hidratarse, empieza a sintetizar energia y a desactivar los genes de respuesta a es-
trés que parecen innecesarios y que a partir de las 3 h, el tubo polinico ya esta practica-
mente formado, incluida la division del nucleo espermatico.

3. Se han encontrado algunos transcritos de funcion desconocida con dominios de
union al ADN (seguramente sea reguladores), asi como varias proteinas de la familia
RING, ademas de dos genes que tienen mucho interés porque conectan la respuesta a
estreses con el desarrollo del tubo polinico. Proponemos comenzar con la caracterizacion
de la proteina con dedo de Zn de tipo RING Oleur061Scf1025g00027, los transcritos muy
expresados en el polen de funcidn desconocida Oleur061Scf1198g01026 y Oleur061S-
cf1515903018 y los dos genes responsables de la relacion entre el crecimiento del tubo
polinico y la respuesta a estreses Oleur061Scf0076902032.1 y Oleur061Scf5931-
g00007.1.

4. Hemos caracterizado que el transcriptoma que se expresa en el polen esta formado
por 22.937 transcritos, que se podra consultar en un atlas. En ellos hemos identificado los
que codifican los 14 alérgenos de polen conocidos hasta la fecha. Tanto estos transcritos
como los de muchas otras actividades importantes para el polen y el tubo polinico no pre-
sentan expresion diferencial, pero si se expresan constantemente en el desarrollo del tubo
polinico.

5. No hay diferencias prominentes entre las proteinas que se observan por separacion
electroforética en el endospermo y en el embrion de la semilla de olivo en reposo. Sin em-
bargo, el perfil transcripcional de ambos tejidos es muy diferente, como atestiguan los
2.523 genes con expresion diferencial que demuestran que el endospermo tiene activados
los procesos biologicos necesarios para aportar nutrientes a un embrion que comienza a

diferenciarse y a establecer su polaridad.
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Material complementario

El

material complementario se puede consultar en

https://doi.org/10.5281/zenodo.6777805 y consta de los siguientes archivos:

inf_comp_01.pdf: informe PDF con las figuras complementarias (de la S1 a la S9)

del enriquecimiento funcional de polen y semilla.

inf_comp_02.html: informe HTML del script de R provisional que hemos usado para

realizar correlaciones, agrupaciones (clustering) y redes con los datos de polen.

inf_comp_03.html: informe HTML obtenido con el mismo script de R anterior para

realizar correlaciones, agrupaciones (clustering) y redes con los datos de semilla.

inf_comp_04.ods: informe ODS con cuatro pestanas que incluyen informacion so-

bre:

@)

ST1 — ortologia Arabidopsis-Picual.

id_Arabidopsis: identificador en Arabidopsis.

id_Picual: identificador en Picual.

ST2 — DEGs para la comparacién POH-P1H.

Regulacion: Down cuando ese gen se activa y Up cuando el gen se reprime.
id_Picual: identificador en Picual

ExprMed: valor de expresiéon media.

Pvalue: valor de P.

Pvaluead;j: valor de P ajustado.

ST3 — DEGs para la comparaciéon P1H-P3H. Misma distribucién que la anterior.

ST4 — DEGs para la comparaciéon P3H-P6H. Misma distribucion que la anterior.

ST5 — DEGs para la comparacién P1H-P6H. Misma distribucién que la anterior.

ST6 — DEGs para la comparacion T+End-EMBR. Misma distribucion que la an-

terior.
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