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DESARROLLO DEL FRUTO
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DISENO EXPERIMENTAL

REPLICAS BIOLOGICAS: 4 por muestra

MARCAJE

-Extraccién RNA total
-Amplificacién en presencia de aa-UTP
-Conjugacién con los fluoréforos:
-Muestras: Cy5
-Referencia: Cy3
-Evaluacién del marcaje: 20-50 moléculas fluoréforo/kb de RNA

-HIBRIDACION
-Mezcla de 60 pmoles de cada fluoréforo
-Fragmentacién de los cRNAs

-Concentracién final: 1 pmol/pl
-Hibridacién a 42 °C con formamida

CHIP DE cDNA DE CITRICOS

Proyecto de Gendmica Funcional de Citricos

12672 productos de PCR
6875 unigenes
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PERFILES DE EXPRESION

-Pre-procesamiento de los datos:
-Filtrado de spots con sefiales bajas y saturadas

-Normalizacién por estabilizacién de la varianza

-Comparaciones de las muestras de 137, 174 y 241 dpa con la
muestra de 89 dpa.

-Identificacién de genes diferencialmente expresados mediante
andlisis de diferencias de medias (LIMMA)

-Cambios significativos:
-p < 0.001
-Induccién o represién de al menos 2 veces

-Seleccién de los spots que muestran cambios significativos en
al menos uno de los contrastes

-3588 spots significativos

-Corresponden a 2243 unigenes
-Clustering con el algoritmo SOTA

-5 patrones de expresidn

-Significacién bioldgica: categorias funcionales MIPS de los
ortélogos de Arabidopsis (1580 unigenes)

-Proteolytic degradation (p = 1.6 - 10%)

-Protein fate (p = 1.3.10°%)

-Transcription (p = 1.0 - 10-3)

-Cellular communication/Signal transduction
mechanisms (p = 6.2 - 10°)

-Transposable elements, viral and plasmid
proteins (p = 2.0 - 10-5)

-Systemic regulation of/
interaction with environment (p = 5.8 . 107)

-Systemic regulation of/
interaction with environment (p = 3.2 . 10-3)




FACTORES DE TRANSCRIPCION

-AGRIS (Arabidopsis Gene Regulatory Information Server): Agrupa los factores transcripcionales de
Arabidopsis en 42 familias

-El chip de cDNA de citricos incluye 197 sondas de ortélogos de factores transcripcionales de Arabidopsis, que
pertenecen a 30 familias

-El conjunto de genes significativos incluye 61 sondas de factores transcripcionales distribuidos en 22 familias:

Inducidos y Reprimidos

MADS

MYB

C3H

BHLH

HB

GRAS
AP2-EREBP
MYB-related

FACTORES NAC

-Familia de factores transcripcionales especificos de plantas
-Caracterizadas por un dominio N terminal conservado
-Funcién desconocida. Asociados con muchos procesos fisiolégicos

-En tomate, se ha demostrado que se inducen durante el desarrollo del fruto

At3g15510  AtNAC2 Desarrollo del meristemo apical

At1g69490  NAP Desarrollo floral (transicién de divisidn a expansién celular)
At3904070 Desarrollo (sin evidencia experimental)

At4927410 Respuesta a ABA, estrés hidrico y estrés salino

At1g01720 Respuesta a patégenos y dafio mecdnico

At5g08790 Respuesta a patégenos y dafio mecdnico

At4¢35580 Desconocido
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Sintesis de almidén

Sintesis de carotenoides

Hidrélisis de sacarosa

Sintesis de celulosa

Glicolisis

Oxidacidn de dcidos grasos

Ruta de las pentosas fosfato

Hidrélisis de conjugados de auxinas

Ciclo de Calvin

Sintesis de dcidos grasos

Sintesis de dcido ascérbico

Sintesis de lighina

Sintesis de suberina

Sintesis de antocianinas

Sintesis de flavonoides




GENES IMPLICADOS EN LA REDUCCION DE ACIDEZ

-Comparaciones frente a la muestra de 27 dpa

-Estudio de los perfiles de expresién de genes concretos
implicados en la eliminacién del dcido citrico

-Seleccién de los genes a partir de la base de datos KEGG
-Comprobacidn mediante Real-Time RT-PCR
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