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1. Introduccidén






1.1.  Aspectos generales de la cebada (Hordeum vulgare L.) y del trigo panadero
( 7riticum aestivum L.)

De las especies cultivadas por el hombre, los cereales son los mas importantes
en la alimentacion humana. A nivel mundial, los cereales representan casi un 50% de
la energia que se ingiere en la dieta (FAO 2006). La FAO prevé que serd necesario
aumentar la produccién anual de cereales en unos 1.000 millones de toneladas en el
periodo 2000-2050, para poder satisfacer la demanda de la poblacién mundial prevista
para dicho periodo (8.9 millones en 2050) (FAO 2011). Las perspectivas
macroecondmicas indican que la produccion agricola debera ser capaz de mantener la
seguridad alimentaria de la poblacién, y al mismo tiempo atender la nueva demanda

de biocombustibles, materias prima y alimentos energéticos (FAO 2011).

Actualmente, el trigo es el cereal que ocupa la mayor superficie de cultivo a
nivel mundial con 220.385 miles de ha, y el tercero en la clasificacion por
produccion (704.080 miles de t) después del maiz y arroz (Tabla 1). La cebada se
sitla en cuarta posicion tanto en superficie de cultivo (48.604 miles de ha) como en
produccion (134.279 miles de t) después del maiz, arroz y trigo. En Espafia, la cebada
y el trigo ocupan el primer y el segundo lugar, respectivamente, en cuanto a
produccion total y superficie cultivada (Tabla 1). La cebada posee una gran capacidad
de adaptacion a diferentes condiciones ambientales, de ahi que ocupe mayor
superficie de cultivo en Espafia que el trigo. La cebada presenta una ventaja
productiva frente a otros cereales en zonas mas aridas y en suelos mas pobres y

salinos.

La cebada y el trigo son plantas monocotiledéneas, autégamas, que
pertenecen a la tribu Triticeae Dumort, la cual esta incluida dentro de la familia

Poaceae (Gramineae).

La cebada fue una de las primeras especies cultivadas por el hombre (Zohary

y Hopf 1988). Pertenece al género Hordeum, dentro de este género la Unica especie



gue se cultiva es Hordeum vulgare L. La mayoria de las especies de Hordeum son
diploides (2n=2x=14) y autbégamas, aunque algunas de ellas son tetraploides
(2n=4x=28) y hexaploides (2n=6x=42). Existen diferentes hipo6tesis sobre el origen de
la cebada como cultivo. La mas aceptada sitla a su centro de origen en el Creciente
Fértil hace unos 10.000 afios (Zohary y Hopf 1988), aunque también ha sido
propuesta la hipétesis de un origen multicéntrico (Molina-Cano y col. 2002).

Tabla 1: Superficie de cultivo y produccion de cereales en el mundo y en Espafia
segun datos de 2011 (FAOSTAT 2013).

Mundo Espafia

Cultivos Superficie Produccién Superficie Produccién

(Miles de ha) (Miles Ton) (Miles de ha) (Miles Ton)
Maiz 170.398 883.460 368 3.855
Trigo 220.385 704.080 1.993 6.900
Arroz cascara 164.125 722.760 121 929
Cebada 48.604 134.279 2.697 8.328
Awvena 9.679 22.505 491 1.078
Centeno 5.113 12.949 132 250
Triticale 3.851 13.385 82 205

De acuerdo a la morfologia, la cebada puede ser de dos carreras o de seis
carreras. En las espigas de dos carreras las espiguillas laterales abortan, y en las de
seis carreras todas las espiguillas son fértiles. En cuanto a los usos, aproximadamente
el 85% de la produccion de cebada se utiliza para la alimentacién de ganado bovino,
porcino y aves de corral. El segundo uso mas importante es para malteo,
principalmente para la elaboracion de cerveza y otras bebidas alcohdlicas.
Recientemente ha aumentado su uso en alimentacion humana (harinas panificables,

alimentacion infantil, comida sana y espesantes) (Akar y col. 2004).

El trigo pertenece al género Triticum, especie alopoliploide, que contiene
especies diploides (2n=2x=14), tetraploides (2n=4x=28) y hexaploides (2n=6x=42).
El 95% del trigo cultivado hoy en dia es hexaploide (Triticum aestivum L. subsp.

vulgare), usualmente denominado trigo blando o panadero. El 5% restante



corresponde al trigo tetraploide (Triticum turgidum L. subsp durum), también
denominado trigo duro o de pasta (Guerrero 1992). El trigo panadero (Triticum
aestivum L.) da lugar a harinas muy finas haciendo posible la panificacion. Segun la
dureza del endospermo se clasifica en trigos flojos utilizados principalmente en
pasteleria, o en trigos fuertes que son adecuados para la elaboracién de pan. El trigo
duro (Triticum durum L.) se utiliza primordialmente en la elaboracion de pastas y
sémolas. El trigo se utiliza también para la fabricacién de cereales de desayuno,
bebidas alcohdlicas y piensos para ganado (Pefia 2002, Belderok 2000).

Tanto en cebada como en trigo, pueden definirse tres tipos de variedades
segun su habito de crecimiento: variedades de invierno o ciclo largo que requieren de
vernalizacion para florecer, variedades de primavera o ciclo corto que no requieren
vernalizacion, y variedades alternativas que pueden alargar o acortar su ciclo segun el

momento de la siembra.

En la tribu Triticeae el nUmero basico de cromosomas de cada genomio se
clasifica en 7 grupos de homeologia. Asi, la cebada tiene un genomio denominado H y
los siete cromosomas de su genomio se clasifican en base a su tamafio y sus
caracteristicas, denominandose de 1H a 7H (Linde-Laursen y col. 1997). El trigo
hexaploide tiene los genomios A, By D, y a cada cromosoma se le asigna un nimero
correspondiente al grupo de homeologia seguido de la letra correspondiente a su
genomio: 1A al 7A, 1B al 7B y 1D al 7D (Mackey 1966).

Los avances recientes en la gendémica de cereales han hecho posible analizar
la arquitectura de sus genomas y de su expresion. Tanto la cebada como el trigo
tienen genomas complejos de gran tamafio (5,5 x 10° pb y 17,9 x 10° pb,
respectivamente) con porcentajes de secuencias repetitivas de 76% en cebada y 83%
en trigo. En ambas especies se han desarrollado técnicas y plataformas que han
permitido el desarrollo de marcadores moleculares para un genotipado de alta
precision, seleccion asistida por marcadores, gendmica funcional y comparada y
secuenciacion de genomas (Varshney y col. 2006, Cockram y col. 2010, Mayer y col.
2011, Paux y col. 2012).



1.2.  Plantas haploides y plantas doblehaploides (DHs)

Se define como haploide a aquellos esporofitos cuya dotacién cromosémica es
la gamética (n). Los haploides se pueden originar espontaneamente en la naturaleza
pero con muy baja frecuencia, o como resultado de diversas técnicas de induccién
(Murovec y Bohanec 2012). El desarrollo espontaneo de las plantas haploides es
conocido desde que Blakeslee y col. (1922) describieron por primera vez este
fenomeno en Datura stramonium. Posteriormente también se documento en tabaco
(Nicotiana tabacum), trigo (Triticum aestivum) y otras especies (para revisién ver
Forster y col. 2007).

Las plantas haploides son viables pero estériles debido a su incapacidad de
producir gametos con un nimero de cromosomas equilibrado durante la meiosis (ver
revision de Murovec y Bohanec 2012). La haploidia hace que todos los alelos se
encuentren en hemicigosis, lo que pone de manifiesto los alelos recesivos deletéreos
en plantas albgamas. Por tanto, la tolerancia a la haploidia es mayor en especies
autdbgamas y en especies poliploides que en especies alégamas (Grimanelli y col.
2001).

Las plantas DHs son aquellas que se obtienen mediante la duplicacion
cromosémica, espontanea o mediante induccion quimica, de las plantas haploides.
Por lo tanto, son plantas totalmente homocigéticas en todos los loci y completamente
fértiles. La seleccién de plantas DHs permite la seleccion de nuevas variedades en
especies autbgamas, o de lineas puras que servirdn para la produccion de hibridos en
especies aldbgamas (Maluszynski y col. 2003a, Kasha 2005, Segui-Simarro 2010,
Murovec y Bohanec 2012).

1.3.  Aplicaciones de las plantas doblehaploides (DHs)

La produccién y calidad del grano de cebada y trigo se han ido mejorando en

las ultimas décadas por métodos de mejora tradicional, fundamentalmente seleccion



masal, genealdgica, SSD o retrocruzamiento (Sanchez-Monje 1974). Sin embargo,
estos métodos tradicionales son procesos muy largos que son insuficientes para hacer
frente a la continua demanda mundial de produccién de alimentos (FAO 2011). De ahi
gue sean necesarios métodos que acorten el tiempo de obtencién de nuevas

variedades.

La utilizaciéon de lineas DHs tiene gran importancia en programas de mejora,
ya que permite disminuir la duracion del proceso de obtencién de nuevas variedades a
unos 5 a 6 afos, frente a los 10 a 12 afios necesarios por los métodos tradicionales
(Snape y col. 1986, Thomas y col. 2003, Forster y col. 2007, Segui-Simarro 2010).
Esto se debe fundamentalmente a dos razones: 1) la fijacién de caracteres a partir de
F1 6 F2 se realiza en una sola generacion, mientras que por el método tradicional de
autofecundacion hacen falta de 5 a 6 generaciones; 2) el aumento de la eficiencia de
seleccioén, ya que el fenotipo de la planta no queda enmascarado por los efectos de
dominancia (especialmente importante cuando manejamos caracteres cuantitativos).
Ademas, la utilizacién de DHs en programas de mejora evita los problemas de pureza
varietal que suelen ser frecuentes a la hora de registrar una variedad (Choo y col.
1985, Forster y col. 2007).

Por otro lado, una poblacion de DHs producida a partir de una F1 es un
material ideal para el mapado genético, ya que las lineas DHs han sufrido sélo una
ronda de recombinacion y por tanto muestran una expresion maxima de las relaciones
de ligamiento (Forster y Powell 1997, Forster y col. 2007, Segui-Simarro 2010, Mufoz-
Amatriain y col. 2011, Poland y col. 2012). Ademads, estas poblaciones son
especialmente Utiles en estudios genéticos y analisis de QTLs (Quantitative Trait Loci)
(Devaux y Pickering 2005, Forster y Thomas 2005, Zhao y col. 2009, Riedel y col.
2011, Dahleen y col. 2012, Castro y col. 2012, Fisk y col. 2013). La combinacion de
lineas DHs y seleccién asistida por marcadores permite también reducir
considerablemente el tiempo necesario para la obtencion de nuevas variedades

(Thomas y col. 2003, Tuvesson y col. 2007, Melchinger y col. 2011).



La produccién de DHs en combinacion con técnicas de biotecnologia como la
mutagénesis y la transformacion genética, facilitan la obtencion de nuevas fuentes de
variabilidad que quedan fijadas en la primera generacion (Jahne y col. 1994, Castillo y
col. 2001, Segui-Simarro 2010, Chauhan y Khurana 2011, Kapusi y col. 2013).
Ademds son materiales ideales para la secuenciacion del genoma y para la mejora
inversa (Dirks y col. 2009, Ferrie y Mdllers 2011). Otra ventaja de los DHs es la
capacidad de servir como sistema modelo para estudiar el desarrollo embrionario in
vitro, sin la interferencia de los tejidos maternos, debido a la gran similitud entre la
embriogénesis de la microspora y la embriogénesis zigética (Supena y col. 2008,
Premy col. 2012).

1.4. Métodos de produccion de plantas DHs

Aunque existen numerosas especies que son capaces de producir haploides
de forma natural, la frecuencia con la cual se producen es muy baja (0.001% a 0.01%)
para que puedan ser utilizados en programas de mejora (Palmer y Keller 2005). Por
ello se han realizado muchos esfuerzos para desarrollar métodos que induzcan la

formacion de plantas DHs.

En la actualidad, los métodos mas efectivos para la producciéon de DHs son:

a. Ginogénesis. Ovarios u 6vulos cultivados in vitro dan lugar a embriones que se

forman a partir de alguna de las células haploides del saco embrionario. En este
método la frecuencia de embriogénesis es baja. Se ha utilizado en aquellos casos en
los que los otros métodos no han tenido éxito, como en cebolla, remolacha, Gerbera,

calabacin (para revisién ver Bohanec 2009).

b. Partenogénesis. Un embrién se desarrolla in vivo a partir de la ovocélula sin

intervencion de un ndcleo espermatico. Se puede inducir artificialmente mediante

polen inactivado o tratamientos quimicos, aunque las frecuencias de induccion son



muy bajas. Actualmente se utiliza en especies como meldn, pepino y mandarino (Lofti
y col. 2003, Claveria y col. 2005, Froelicher y col. 2007).

C. Cruzamiento interespecifico o intergenérico. Produccion de un embrién

haploide mediante la eliminacién de los cromosomas de uno de los parentales,
generalmente el que poliniza. En cebada se obtienen mediante el cruzamiento con H.
bulbosum y en trigo mediante el cruzamiento con maiz o mijo (para revision ver

Maluszynski y col. 2003a, Jauhar y col. 2009).

a. Embriogénesis de la microspora o androgénesis. En este método la microspora

es capaz de cambiar su patron de desarrollo de la via gametofitica a la via esporofitica
para dar lugar a una planta completa. Esto se logra mediante el cultivo de anteras o de
microsporas aisladas, y es uno de los métodos mas utilizado en la actualidad (para

revision ver Maluszynski y col. 2003a).

En cebada y trigo los métodos de produccion de DHs mas utilizados son el
cruzamiento interespecifico o intergenérico y la embriogénesis de la microspora.
Ambos han dado lugar al registro de un elevado nimero de nuevas variedades
(Thomas y col. 2003). En cebada el 50% de las variedades que se registran son
obtenidas a partir de la seleccion de lineas DHs (Weyen, J. SAATEN-UNION BIOTEC,
comunicacion personal). Actualmente existen empresas de produccién de semillas
que utilizan el método de DH como exclusivo para la obtencién de nuevas variedades,
tanto en cebada como en trigo (Orsini, J. SAATEN-UNION BIOTEC, comunicacién

personal).

1.56.  Produccién de plantas DHs mediante embriogénesis de la microspora

La embriogénesis de la microspora, es el proceso mediante el cual una
microspora, tras ser sometida a un tratamiento de estrés, cambia su patron de

desarrollo y forma un embrién haploide que da lugar a una planta completa. Las



plantas haploides son estériles, pero mediante duplicacion cromosémica (espontanea
o inducida) se pueden obtener plantas fértiles y completamente homocigotas (DHSs).
Este método tiene el potencial de producir un nimero muy elevado de plantas DHs ya
gue existe un gran numero de microsporas por flor. Las limitaciones de este método
son la gran dependencia del genotipo (Lantos y col. 2013) y la producciéon de plantas
albinas (Mufioz-Amatriain y col. 2008). De ahi la necesidad de desarrollar protocolos
gue puedan ser efectivos en un amplio rango de genotipos.

Se ha publicado la obtencion de plantas DHs en més de 220 especies, aunque
no se ha conseguido regenerar plantas en todas ellas (Maluszynski y col. 2003b,
Thomas y col. 2003). La eficiencia de induccion de la embriogénesis de la microspora
en cebada y trigo ha aumentado considerablemente durante los Ultimos afios
mediante cambios en el pretratamiento de estrés, la composicion de los medios y las
condiciones de cultivo (Hunter 1987, Finie y col. 1989, Fadel y Wenzel 1990, Cistué y
col. 1994, 1999, Hu y Kasha 1997, Castillo y col. 2000, Soriano y col. 2007, 2008,
Jacquard y col. 2006, 2009a, Islam y Tuteja 2012, Asif y col. 2013). Entre los cereales,
la cebada es la especie modelo en embriogénesis de la microspora, aunque existen
genotipos que presentan baja respuesta (pocas microsporas que se inducen para dar
lugar a la formacién de un embrion, bajo porcentaje de embriogénesis y altas tasas de
albinismo). En trigo panadero, ademas de los problemas descritos en cebada, existen
genotipos que presentan porcentajes de duplicacibn cromosémica espontanea muy
bajos, por lo que es necesario hacer tratamientos diploidizantes que con frecuencia
producen altas tasas de mortalidad de las plantas. Por lo tanto, en esta especie la
obtencién de plantas verdes a partir de un elevado nimero de genotipos sigue siendo

todavia un reto (Ascough y col. 2006, Lantos y col. 2013).

En la figura 1 se muestran las distintas fases de la obtencion de plantas DHs
de cebada mediante cultivo de anteras o microsporas aisladas segun los protocolos de
nuestro grupo de trabajo (Cistué y col. 2003, Castillo y col. 2000). En primer lugar se
somete a la anteras a un tratamiento de estrés en medio con manitol (Figura 1a). En el
cultivo de microsporas, éstas son aisladas de los tejidos de la antera después del

tratamiento de estrés (Figura 1d). Posteriormente, las anteras o las microsporas
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aisladas se inoculan en el medio de induccion de embriogénesis, donde las
microsporas empiezan a dividirse (Figura 1b y e). Las microsporas que han dividido

pueden dar lugar a formaciones de tipo callo 0 embriones (Figura 1c y f).

Los embriones bien diferenciados (Figura 1g) son transferidos a medio de
regeneracion para que den lugar a plantulas. Las plantulas pueden ser verdes o
albinas (Figura 1h). Las plantas verdes son transferidas a un medio para el
fortalecimiento de la raiz (Figura 1i). Posteriormente se realiza el trasplante a tierra y
aclimatacion (Figura 1j) antes de ser transferidas al invernadero para la obtencién de

semilla (Figura 1k).

Induccién Embriogénesis Regeneracion

Cultivo
anteras

12-14 dias cultivo 21 dias cultivo

Cultivo \ 5

microsporas
20 dias
regeneracion

Enraizamiento Transplante a tierra

Figura 1: Produccion de plantas DHs en cebada mediante el cultivo de anteras y de
microsporas aisladas segun el protocolo de Cistué y col. (2003) y Castillo y col. (2000).



1.6. Factores que afectan la embriogénesis de la microspora

La eficiencia del proceso de produccién de plantas DHs depende de la
eficiencia de cada una de las fases: induccion, embriogénesis, regeneracion,
albinismo y duplicacion cromosdmica. Todas estas fases se ven afectadas por

factores genéticos y factores fisioldgicos.

1.6.1. Factores genéticos

De los distintos factores que afectan a la embriogénesis de la microspora, el
efecto genético es uno de los mas importantes, existiendo una gran variacion en
cuanto a la produccion de plantas entre distintos genotipos (Cistué y col. 1999, Holme
y col. 1999, Lantos y col. 2013). Entre las especies descritas, el tabaco, la colza y la
cebada son consideradas especies modelo en la embriogénesis de la microspora. En
otras especies se han obtenido resultados en solo algunos genotipos (Forster y
Thomas 2005).

En cebada y trigo se ha descrito la existencia de distintos genes nucleares con
efectos aditivos o de dominancia, asi como efectos citoplasmaticos, que actlan
independientemente en cada fase del proceso (Tuvesson y col. 1989, Larsen y col.
1991, Zhou y Konzak 1992, Hou y col. 1994). Estudios més recientes han identificado
marcadores moleculares asociados con la produccion de plantas DHs en cebada,
trigo, centeno vy triticale (Grosse y col. 1996, Manninen 2000, Torp y col. 2001, 2004,
Gonzéalez y col. 2005, Chen y col. 2007a, Mufioz-Amatriain y col. 2008).

En cebada, en nuestro grupo de trabajo, se han identificado diferentes QTLs
asociados a los caracteres niumero de embriones y produccion de plantas verdes. Asi
se han identificado QTLs asociados al nUmero de embriones en la regién del locus
vrs1 del cromosoma 2H y en el cromosoma 6H, para el nUmero de plantas verdes en
los cromosomas 3H, 5H, y 6H, y para el porcentaje de plantas verdes en 3H y 5H. El

porcentaje de varianza fenotipica explicada por los marcadores identificados para el
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porcentaje de plantas verdes fue del 65.2% (Chen y col. 2007a, Mufioz-Amatriain y
col. 2008).

En trigo se han identificado QTLs asociados con el porcentaje de plantas
verdes en los cromosomas 2AL, 2BL y 5BL (Torp y col. 2001, 2004).

1.6.2. Factores fisiolégicos

a. Condiciones de crecimiento de las plantas donanfes. Es muy importante que

las plantas donantes crezcan en condiciones éptimas con respecto al fotoperiodo,
intensidad y calidad de la luz, temperatura y nutricion. Ademas, deben estar libres de

plagas y enfermedades (Cistué y col. 2003).

b. Estado de desarrollo de la microspora. E| estado de desarrollo éptimo de la

microspora varia segun la especie y el método de cultivo. En los cereales, el estado
uninucleado medio a tardio en cultivo de anteras y el estado uninucleado tardio a
binucleado temprano en cultivo de microsporas son los que producen las mayores
eficiencias de induccion de la embriogénesis (Soriano 2008). Para identificarlo, se
establece una correlacion entre el estado de desarrollo de las microsporas y distintos

caracteres morfolégicos de la espiga (Cistué y col. 2003, Soriano 2008).

C. Tratamiento de estrés o pretratamienfo. Se han aplicado diferentes tipos de

tratamiento de estrés dependiendo de la especie y el estado de desarrollo de las
microsporas (para revision ver Shariatpanahi y col. 2006). Los tratamientos de estrés
mas utilizados en cebada y trigo son: el choque térmico por frio (14-28 dias a 4°C) y
la inanicién por carbohidratos en medio con manitol (0,4 M durante 4-7 dias a 25°C).
En nuestro grupo de trabajo se utiliza una modificacién del tratamiento con manitol
desarrollado por Roberts-Oehlschlager y Dunwell (1990), en la que se ha aumentado
la concentracion de manitol en el medio de 0,4M a 0,7M, o incluso a 1,5 M en los

genotipos mas recalcitrantes en cebada, lograndose asi que el estrés por inanicion
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este acompafiado por un estrés osmotico (Cistué y col. 1994, 1999, Soriano 2008). La
aplicacion del alcohol butilico, n-butanol, después de un tratamiento con manitol,
aumento significativamente el nimero de embriones y de plantas verdes en todos los
genotipos de trigo y genotipos recalcitrantes de cebada (Soriano y col. 2008, Castillo
y col. 2009a, 2014).

da. Composicion de los medios de cultivo

Medlo de induccion de embriogénesis. En cebada el medio de cultivo mas utilizado es

el FHG (Hunter 1987) y BAC3 (Szarejko 2003), y en trigo se utilizan diferentes medios
de cultivo como MMS3 (medio MS modificado por Hu y Kasha 1997), MMS4 (Kasha y
col. 2003), W14 (Ouyang 1986) y 190.2 (Wang y Hu 1984) (para revisién ver
Maluszynski y col. 2003a).

Para un aumento en la eficiencia de obtencion de plantas DHs en cebada y
trigo ha sido esencial la sustitucion de sacarosa, como fuente principal de carbono, por
maltosa, y la incorporacion de una fuente de nitrdgeno organico como la glutamina
(Hunter 1987, Finie y col. 1989, Fadel y Wenzel 1990). Por otro lado, la incorporacion
de Ficoll (polimero de alto peso molecular que incrementa la tension superficial y la
viscosidad del medio) aumentd considerablemente el numero de embriones y de
plantas verdes, tanto en cebada (Cistué y col. 1999), como en trigo (Zhou y col. 1991).
Un aumento de la concentracion de ZnSO,; y CuSO, produjo un incremento del
namero de plantas verdes en cebada (Echavarri y col. 2008, Jacquard y col. 2009a).
En trigo, el co-cultivo con ovarios o el uso de medios preacondicionados con ovarios o
diferentes tejidos de la flor es esencial para la obtencién de un nimero elevado de
embriones (Hu y Kasha 1997). La incorporacién de agentes antioxidantes como el
glutation y la prolina ha mejorado el nimero de plantas verdes en genotipos

recalcitrantes de trigo (Asif y col. 2013)
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Medio de regeneracion. Las modificaciones mas importantes del medio de

regeneracion, respecto al medio de embriogénesis, son la disminucién de la
concentracion de auxinas y/o el aumento de la concentracion de citoquininas, asi
como la reduccién de la concentracion de azucares (Castillo y col. 2000, para revision
ver Maluszynski y col. 2003a). En trigo, la utilizacién del medio J25-8 ha permitido
aumentar los porcentajes de regeneraciéon de plantas (Cistué y col. 2006). Ademas de
la composicion del medio de cultivo, la calidad de los embriones condiciona

enormemente la capacidad de regeneracion.

1.7.  Caracteristicas de las plantas regeneradas

1.7.1. Albinismo

Uno de los fendmenos asociados al cultivo de anteras y microsporas en
cereales, y que presenta una fuerte dependencia del genotipo, es la regeneracion de
plantas albinas (para revisiones ver Kumari y col. 2009, Torp y Andersen 2009,
Makowska y Oleszczuk 2014). Estas plantas presentan alteraciones en el tamafio y la
organizacion interna de los plastidos, asi como una mayor acumulacion de almidén
(Caredda y col. 1999, 2000). Hasta el momento numerosos estudios han intentado
determinar el origen y las causas del albinismo (Harada y col. 1991, Maier y col.
1995). Un factor comun a todas las plantas albinas es la deficiencia en ribosomas
plastidicos y la presencia de un patron de trascripcion y traduccion alterado en

comparacion con las plantas verdes (Hofinger y col. 2000).

Ademaés de los factores genéticos que controlan el albinismo (Apartado 1.6.1),
también existen factores fisiol6gicos que pueden aumentar la presencia de plantas
albinas como: el estado de desarrollo de la microspora (He y Ouyang 1984), el tipo de
pretratamiento de estrés (Cistué y col. 1999, Kunz y col. 2000), la compaosicién del
medio de cultivo (Jacquard y col. 2009a) y la duracién del cultivo (Cistué y col. 1995,
Puolimatka y Pauk 2000).
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1.7.2. Nivel de ploidia

Aunque las plantas resultantes de la embriogénesis de la microspora son
plantas haploides, en algunos casos se produce una duplicacion cromosoémica
espontanea al inicio de la induccién de la embriogénesis que da lugar a plantas DHs.
Los porcentajes de duplicacién espontanea varian dependiendo de la especie, del tipo
de tratamiento de estrés y el estado de desarrollo de la microspora (para revision ver
Castillo y col. 2009b). En nuestro grupo los porcentajes de autoduplicacién en cebada
son del 85-90 % (Cistué y col. 2003), y en trigo son menores (35-50 % en cultivo de
anteras y 70 % en cultivo de microsporas) (Cistué y col. 2006, Soriano y col. 2007).

Se han utilizado distintos métodos para duplicar artificialmente la dotacién
cromosomica de las plantas haploides. Tradicionalmente, se han tratado las plantas
con la sustancia diploidizante colchicina, pero recientemente se han desarrollado
protocolos para incorporar agentes diploidizantes como colchicina, orizalina y
amiprofosmetilo en el medio de cultivo (Soriano y col. 2007, para revision ver Castillo y
col. 2009b).

1.7.3. Estabilidad genética y potencial agronémico

Segun Snape y col. (1986), entre los requisitos que ha de cumplir un sistema
de produccion de DHs para que el método pueda utilizarse en mejora genética cabe
mencionar: la produccion de plantas genéticamente normales y estables; y que la
poblacion de plantas DHs represente de forma aleatoria la totalidad de los gametos de

la planta madre.

Se ha estudiado la estabilidad genética y el potencial agronémico de lineas
DHs de cebada y trigo. En cebada se analizd la estabilidad genética a nivel de
cariotipo, proteinas y DNA en diferentes poblaciones de lineas DHs producidas
mediante el cultivo de microsporas, y los resultados no mostraron cambios en la

estabilidad genética (Finnie y col. 1991). Otros estudios indican que en cebada los
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materiales generados por el método de DHs tienen caracteristicas agrondmicas
(produccién y estabilidad en el rendimiento) similares a los materiales obtenidos

mediante métodos tradicionales de mejora (Devaux y col. 1993, Cistué y col. 2005).

En trigo se compararon lineas DHs obtenidas mediante el cultivo de anteras
con lineas obtenidas mediante hibridacion interespecifica con maiz (Guzy-Wrdébelska y
Szarejlo 2003) y con lineas generadas mediante el método de mejora tradicional SSD
(Ma y col. 1999). Las lineas DHs obtenidas mediante los dos primeros sistemas
representaron mayoritariamente una muestra al azar de los gametos parentales y
presentaron respuestas similares en el campo respecto a las lineas generadas

mediante mejora tradicional (Guzy-Wrobelska y Szarejlo 2003).

1.8. Cambios celulares en la embriogénesis de la microspora

Se han realizados estudios sobre los cambios celulares que se producen en el
proceso de produccion de DHs mediante embriogénesis de la microspora. Estos
estudios se han centrado fundamentalmente en: 1) fase de tratamiento de estrés, en la
que la microspora cambia su patron de desarrollo gametofitico y se produce la
desdiferenciacion adquiriendo la totipotencia celular; 2) fase de cultivo, en el que la
microspora se divide produciendo estructuras multicelulares, inicialmente contenidas
en el interior de la exina, y que posteriormente proliferan y rompen la exina dando
lugar a embriones o estructuras de tipo callo (embriogénesis o fases tempranas de

desarrollo embriogénico).

1.8.1. Cambios morfolégicos

Antes del tratamiento de estrés, la microspora en estado uninucleado medio-
tardio tiene una gran vacuola en posicién central y el nlcleo se encuentra en una
situacion periférica cercana al extremo opuesto al poro. Durante el tratamiento de
estrés la microspora aumenta de tamafio, la vacuola sigue teniendo una posicién

central y el nucleo se desplaza hasta el extremo opuesto al poro. El nucleo presenta
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una cromatina muy descondensada y uno o dos pequefios nucleolos. Ademas, se
produce una desdiferenciacion del citoplasma, es decir, el citoplasma aparece con
regiones libres de organulos, con un nimero muy reducido de ribosomas, de granulos
de almidén y cuerpos lipidicos (Hoekstra y col. 1992, Telmer y col. 1995, Ramirez y
col. 2001, Maraschin y col. 2005a y b). En cebada estos cambios van acompafiados
de la presencia de una fina capa de intina, a diferencia de la intina gruesa de los
granos de polen (Maraschin y col. 2005a y b).

En general cuando las microsporas son inoculadas en el medio de cultivo, el
ndcleo migra hacia el centro de la microspora y la vacuola queda fragmentada por
hilos de citoplasma que se disponen en forma radial dando lugar a una morfologia
estrellada (“star-like”) que va acompafada de grandes cambios en el citoesqueleto.
Estos cambios se han descrito como indicadores de la adquisicibn de potencial
embriogénico, tanto en cebada como en trigo (Touraev y col. 1996, Reynolds 1997,
Indrianto y col. 2001, Maraschin y col. 2005 a y b). Una vez que la microspora ha

adquirido el potencial embriogénico comienza a dividirse.

Se han descrito hasta cinco patrones diferentes de divisién de la microspora en
funcién de la simetria de la primera divisién (para revision ver Aionesei y col. 2005).
En cultivos embriogénicos de cebada se ha descrito la coexistencia de estructuras
multicelulares homogéneas con un tipo de células, y que por lo tanto derivarian de una
division simétrica, y de estructuras multicelulares heterogéneas con dos tipos celulares
bien diferenciados, y que por lo tanto derivarian de una divisién asimétrica (Ramirez y
col. 2001, Pulido y col. 2005, Maraschin y col. 2005a y c). Estas estructuras
heterogéneas estaban formadas por dos dominios: uno de ellos de pequefio tamafio,
formado por células pequefias con el nicleo muy condensado y citoplasma denso que
contiene gran cantidad de ribosomas y organulos, que derivarian de la division de la
célula generativa, y el segundo dominio de mayor tamafo formado por células
grandes redondeadas con una superficie rugosa, con nucleos que presentaban la
cromatina menos condensada y citoplasma mas laxo que contiene grandes vacuolas,
que derivarian de la division del nicleo vegetativo (Ramirez y col. 2001, Maraschin y
col. 2005c).
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El proceso de ruptura de la exina se dio en el dominio de células pequefias que
sufrieron muerte celular programada (PCD) (Maraschin y col. 2005c¢). En maiz también
se ha descrito la existencia de un dominio embrién que se asocia al dominio con
células pequefnas y un dominio endospermo que se asocia al dominio con células
grandes en las estructuras multicelulares (Testillano y col. 2002), que corresponderian

a los dos dominios descritos en cebada.

En trigo las estructuras multicelulares no han sido tan estudiadas, aunque hay
indicios de que al igual que en cebada existirian dos dominios, diferenciados por el
tamafio de las células y por la presencia de granulos de almidon. La rotura de la exina
se efectuaria en la region opuesta a la zona de acumulacion de almidon, que
corresponderia a la zona que dara lugar a la raiz (Bonet y Olmedilla 2000, Indrianto y
col. 2001).

1.8.2. Cambios en la expresién génica

Durante la embriogénesis de la microspora intervienen distintos procesos
moleculares que implican el cambio en la expresion de multitud de genes. Aunque en
los ultimos afios se ha hecho un esfuerzo por identificar genes marcadores asociados
a las fases de tratamiento de estrés y de desarrollo embriogénico (temprano y
avanzado), todavia no se conocen los mecanismos moleculares que controlan dichas
fases. La mayor parte de los trabajos encaminados a la identificacién y aislamiento de
genes asociados a la embriogénesis de la microspora se han realizado en especies

modelo para produccién de DHs como Brassica, tabaco y cebada.

1.8.2.1. Genes asociados a la fase de tratamiento de estrés de la microspora

Se han asociado genes implicados en distintos mecanismos en la fase de
pretratamiento de estrés. En tabaco se identificé el gen EMBRYOGENIC POLLEN-
abundant (NtEPc) que codifica para una fosfoproteina y estaba asociado a la

respuesta a citoquininas (Kyo y col. 2000), posteriormente se identificaron también
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otros genes asociados a metabolismo, remodelacién de la cromatina, transcripcion,
traduccion y sefalizacién (Kyo y col. 2003, Hosp y col. 2007a). Genes de la familia de
las HSPs (heat shock proteins) también se expresan activamente en microsporas de
Brassica y tabaco durante un pretratamiento de estrés con calor o por inanicién
(Zarsky y col. 1995, Smykal y Pechan 2000). En Brassica también se han identificado
cambios en la expresion del gen BhMET1a-LIKE que esté involucrado en la metilacion
de DNA (Solis y col. 2012). En cebada se ha descrito la activacion de genes
relacionados con una respuesta general a estrés como GLUTATIONE-S-
TRANSFERASA (GST), OXALATO OXIDASA (OXO) y genes que codifican a
proteinas relacionadas con patogénesis (PR) como la quitinasa 2b (Jacquard y col.
2009Db).

En 2006 se publicaron los dos primeros estudios en los que se analizaban,
mediante técnicas de gendmica funcional, la respuesta al estrés en la embriogénesis
de la microspora en cebada. En el primero Maraschin y col. (2006), utilizando un
“macroarray” de 1421 cDNAs de desarrollo de caridopside de 1 a 15 dias, describieron
la induccion de genes asociados a metabolismo lipidico y proteico, respuesta a estrés,
muerte celular programada, sefializacion y protedlisis. El segundo estudio se realizé
en nuestro grupo, usando un “microarray” comercial de Affimetrix (22k Barley1
GeneChip) que permite el andlisis simultaneo de 22.000 genes de cebada. Se observo
gue la respuesta al tratamiento de estrés se caracterizaba por grandes diferencias en
la expresion de genes de rutas metabdlicas y una respuesta multidimensional al
estrés, observandose que habia una parada del patron de desarrollo gametofitico,
quedando la microspora en un estado desdiferenciado (Mufioz-Amatriain y col. 2006).
Posteriormente, se analizaron los cambios en los perfiles de expresion de factores
transcripcionales (Mufioz-Amatriain y col. 2009a), y se compararon los transcriptomas
de lineas casi isogénicas de distinta respuesta a la embriogénesis de la microspora,
pudiendo determinar patrones de expresion génica que ya durante el tratamiento de
estrés caracterizaban las fases posteriores de la embriogénesis de la microspora
(Mufioz-Amatriain y col. 2009b).
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1.8.2.2. Genes asociados al desarrollo embriogénico de la microspora

Distintos estudios se han centrado en los mecanismos de activacion de la ruta
embriogénica de la microspora y en la identificacion de genes marcadores especificos
de esta etapa. El primer trabajo realizado en cebada identific6 tres genes que
codificaban para una proteina transferidora de lipidos (ECLTP), una glutatién-S-
tranferasa (ECGST), y una proteina tipo arabinogalactano (AGP) early culture
abundant (ECAL), que en estudios posteriores esta Ultima resulto ser la Gnica proteina

especifica en embriogénesis de la microspora (Vrinten y col. 1999).

Posteriormente se han identificado genes asociados a la induccién de la ruta
embriogénica de la microspora mediante distintos tipos de analisis como hibridacion
substractiva, transcriptébmica y proteémica en Brassica (para revision ver Maraschin y
col. 2005a, Pauls y col. 2006, Segui-Simarro y Nuez 2008). Entre los genes
identificados destacan: el factor transcripcional BABYBOOM (BBM) que presenta
similitud con la familia de factores transcripcionales AP2/ERF, que juega un papel
importante en la proliferacion celular y la morfogénesis durante la embriogénesis y
cuya expresion ectopica en Arabidopsis y Brassica resulta en la formacién espontanea
de embriones sométicos (Boutilier y col. 2002); genes que codifican para proteinas
ROPs de la superfamilia Ras de GTPasas, que actllan como interruptores moleculares

y que interaccionan con el citoesqueleto (Chan y Pauls 2007).

También se han identificado genes asociados al establecimiento de la
polaridad del nuevo embrién, metabolismo, transferencia de proteinas lipidicas,
sefales de transduccién, cambio de un patron de desarrollo radial a bilateral,
modificaciones de la pared celular y muerte celular programada (PCD) asociada a la
rotura de la exina (Malik y col. 2007, Joosen y col. 2007, Tsuwamoto y col. 2007,
Stasolla y col. 2008, Maraschin y col. 2005a).

Existen pocos estudios en fases mas avanzadas de la embriogénesis de la

microspora, solo el trabajo de Stasolla y col. (2008) en Brassica proporciona
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informacion sobre los mecanismos moleculares que se activan cuando los embriones
se encuentran en estado cotiledonar y han completado su programa de
histodiferenciacion, y cuando los embriones estan totalmente maduros y el meristemo
apical completamente formado. En dicho trabajo se describe la activacion, durante la
primera fase, de genes relacionados con desarrollo como LOB 41 y NO APICAL
MERISTEM (NAM), metabolismo (FRUCTOSE-6-P-PHOSPHOTRANSFERASE,
GLUTATION-S-TRANSFERASE y ASPARTATE AMINOTRANSFERASE), y durante la
fase de embrion maduro genes que codifican factores de transcripcion (myb-related
protein, HAP5a y homeodomain leucine-zipper protein), proteinas reguladoras de
auxinas y giberelinas, un gen LEA (LATE-EMBRYOGENESIS ABUNDANT) vy

proteinas de reserva.

Genes de expresién en embridn zigético como los “LEAFY COTYLEDON”
(LEC1 y LEC2), FUSCA (FUS3), BABYBOOM (BBM), WUSHEL-related homeobox
(WOX2 y WOX9) y ABSCISIC ACID INTENSITIVE3 (ABI3), o genes asociados a
zonas meristematicas como el PROTODERMAL FACTOR2 (PDF2) vy
CLAVATA3/ESR, también actuarian como marcadores de la embriogénesis de la

microspora en Brassica (Custers y col. 2001, Malik y col. 2007, 2009).

Por otro lado, se ha descrito la expresion de un gen que codifica una quinasa
la cual estd asociada a procesos de sefalizacibn, ZmSERK1 (SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE) en estructuras multicelulares
derivadas de microsporas de maiz (Baudino y col. 2001), y la activacién de genes
marcadores meristematicos como SHOOTMERISTEMLESS (STM), CLAVATA 1
(CLV1) y ZWILLE (ZLL) (Belmonte y col. 2006, 2010, Elhiti y col. 2010).

1.8.2.3. Genes asociados a procesos de sintesis, degradacién y sefalizacién de
Acido Abscisico (ABA)

Acido abcisico (ABA) es una de las hormonas mas importantes asociadas al

estrés y que juega un papel esencial en distintos procesos fisioldgicos de las plantas
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como la dormancia de la semilla, el movimiento de los estomas o la respuesta a estrés

abidtico (para revision ver Finkelstein 2013).

En distintos trabajos también se le ha asignado un papel importante en la
embriogénesis de la microspora. Asi Imamura y Harada (1980) en cultivo de anteras
de tabaco describieron que el tratamiento con ABA exdgeno tenia un efecto inductor
sobre la produccién de plantas DHs y ademdas que el pretratamiento de estrés
mediante manitol aumentaba el nivel enddégeno de ABA. Estos resultados se
confirmaron en estudios posteriores al observar el efecto inductor de la aplicacion de
ABA exo6geno en trigo (Hu y col. 1995), tabaco (Kyo y Harada 1985) y arroz (Guzman
y Arias 2000), y la produccion de ABA en respuesta al pretratamiento de estrés
(Davies y Jones 1991) en particular en el cultivo de anteras de cebada (van Bergen y
col. 1999).

Estos resultados parecen indicar que el ABA efectivamente interviene en la
reprogramacion del desarrollo del polen. Sin embargo, también se ha descrito una
falta de correlacién entre el nivel de ABA y la eficiencia de la induccién de la
embriogénesis de la microspora en triticale y Brassica, y que el ABA solo estaria
implicado en el mecanismo general de adaptacion al tratamiento de estrés (Zur y col.
2012, Dubas y col. 2013).

Se han propuesto distintos mecanismos en los que podria intervenir el ABA en
la embriogénesis de la microspora: aumentando el porcentaje de microsporas viables
y reduciendo del nimero de microsporas binucleadas por la represion del desarrollo
gametofitico (van Bergen y col. 1999, Wang y col. 1999); previniendo la muerte celular
programada (PCD) (Rodriguez-Serrano y col. 2012); activando cascadas de
sefializacion a través de las MAPKs (mitogen-activate protein kinase) (van Bergen y
Wang 2002, Liu 2012); estabilizando membranas celulares e iniciaciando mecanismos

de defensa frente al estrés oxidativo (Prasad y col. 1994, Dubas y col. 2013).

Las respuestas a la accion del ABA estan bajo el control de mecanismos

regulatorios complejos que incluyen la homeostasis, percepcion y sefializacion (Xu y
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col. 2013). Entre estos mecanismos, la fluctuacion de los niveles celulares de ABA
juegan un papel esencial y tienen gran importancia para entender el resto de los

mecanismos regulados por ABA.

La ruta principal de sintesis de novo de ABA es a partir de los carotenoides
(Ruiz-Sola y Rodriguez-Concepcion 2012). Los genes implicados en esta ruta de
biosintesis han sido identificados en cebada (Seiler y col. 2011). En el primer paso se
produce la conversion de Zeaxantina a Violaxantina (Figura 2) mediante la Zeaxantina
epoxidasa (ZEP), de la que en cebada se han identificado dos genes HvZEP1 y
HvZEP2 (Audran y col. 2001, Park y col. 2008). El siguiente paso esta catalizado por
la 9-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa (NCED), y en cebada se han descrito dos
genes (HVNCED1 y HvNCED2) (Leymarie y col. 2008, Millar y col. 2006),
produciéndose Xantoxina. Estos dos primeros pasos tienen lugar en los plastidos. Los
dos ultimos pasos de la biosintesis se realizan en el citosol, en el primero la Xantoxina
se convierte en ABA aldehido, en una reaccion catalizada por ABA2 que pertenece a
la familia de dehidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR). Posteriormente, en el
paso final, se produce la oxidacién del ABA aldehido a ABA mediante una ABA
aldehido oxidasa (AAO/AQ) y se han identificado dos genes HVAO2 y HvVAO3 en
cebada (Seo y col. 2000, 2004, Seiler y col. 2011).

Los procesos de catalisis de ABA se dividen en dos rutas, una de
hidroxidacién y otra de conjugacion con glucosa. En la primera se da el paso de ABA a
8'-Hidroxi ABA mediante la enzima ABA8'OH codificada por un gen de la familia
CYP707A, un tipo de P450 monooxigenasa, de la que en cebada se han identificado
dos genes (HVABA8'OH-1 y HYABA8'OH-2) (Mizutani y Todoroki 2006). En la ruta de
conjugacion, el ABA es conjugado con la glucosa (ABA-GE) mediante la ABA-
glucosiltransferasa (UGT). Este paso puede ser reversible mediante la hidrélisis de
ABA-GE por una B-glucosidasa (BG) y en cebada se han descrito los genes BG2,
BG3, BG6, BG7 y BG8 (Seiler y col. 2011).
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Otro mecanismo de regulacion de la accion de ABA se da una vez los niveles
de ABA se perciben a nivel celular por los receptores, desencadenando la
sefalizacién por ABA (para revision ver Finkelstein 2013). Entre los intermediarios en
las rutas de sefalizacibn por ABA se han descrito fosfatasas de la familia de
serina/threonina fosfatasas PP2C. Entre ellos destacan algunos genes ABA
INSENSITIVE (ABI) como ABI1 y ABI2 (Leung y col. 1997, Meyer y col. 1994),
actuando la mayoria de estas PP2C fosfatasas como reguladores negativos de la
respuesta por ABA.
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Figura 2: Esquema de los pasos de biosintesis y degradacion de ABA (Seiler y col. 2011).
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Otros intermediarios en las rutas de sefalizacion son factores
transcripcionales. Entre ellos destacan algunos genes ABA INSENSITIVE (ABI), como
ABI3 y ABI5 que codifican para factores transcripcionales de la familia B3-domain y
basic leucine zipper- (bZIP) domain, respectivamente. El gen ABI3 y el gen de maiz
VIVIPAROUSL (VP1) son ortélogos (Suzuki y col. 2001). En cebada se describié que
los genes HVABI5 y HVVP1 intervienen en la induccién por ABA de la expresion de
genes como HVAl y HVA22 (Cassaretto y Ho 2003). Entre los miembros de la
subfamilia de factores transcripcionales B3-domain se incluyen dos miembros de la
familia de reguladores LEAFY COTYLEDON que controlan la maduracion de los
embriones: FUSCA3 (FUS3) y LEAFY COTYLEDON2 (LEC2). Sélo una subfamilia de
factores transcripcionales se ha asociado a la respuesta por ABA entre los que se
encuantra el gen ABI5. También se ha descrito que ABI5 regula la expresion de genes
LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) en Arabidopsis (Finkelstein y Lynch
2000).

1.8.2.4. Genes asociados al efecto inductor de los ovarios

Uno de los factores esenciales para inducir la embriogénesis de la microspora
en trigo y obtener plantas verdes, es el uso de medios preacondicionados con ovarios
o el co-cultivo con ovarios (Mezja y col.1993, Hu y Kasha 1997, Zheng y col. 2002).
Aunque no se sabe la naturaleza de los compuestos que son liberados al medio por
los ovarios, Letarte y col (2006) propusieron que podrian ser proteinas de tipo
arabinogalactanos (AGPs). Los AGPs son glicoproteinas de la pared celular de
plantas que intervienen en diferentes procesos biolégicos entre los que se encuentran
la divisidn, expansién y proliferacion celular, sintesis de la pared celular, muerte
celular programada, formacion de patrones de desarrollo del embrién, procesos de la
reproduccién como la guia del tubo polinico a través del estigma, procesos de
incompatibilidad del polen, y formacién de la semilla (Majewska-Sawka y Nothnagel
2000, van Hengel y col. 2002, Seifer y Roberts 2007, Nguema-Ona y col. 2012,
Tryfona y col. 2012).
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Letarte y col (2006) demostraron que el uso de Larcoll (AGP) y goma arabiga
(AG) en presencia de ovarios disminuyeron la mortalidad de las microsporas y
estimularon el desarrollo de estructuras embriogénicas en trigo. Por otro lado, se han
identificado diferentes AGPs en medio preacondicionado con microsporas de cebada y
maiz (Paire y col. 2003, Borderies y col. 2004), asi como la estimulacién de la
embriogénesis zig6tica de maiz mediante el uso de medio preacondicionado con

microsporas de cebada (Paire y col. 2003).

También se ha descrito que la expresion de estas proteinas es esencial para el
desarrollo de embriones derivados de microsporas de Brassica (Tang y col. 2006, El-
Tantawy y col. 2013), y en embriogénesis somética en diferentes especies como
zanahoria, maiz, Cichorium, roble, Trifloium, algodén, etc. (Chapman y col. 2000, van
Hengel y col. 2002, Samaj y col. 1999, Poon y col. 2012, Pilarska y col. 2013, Mallon y
col. 2013). El-Tantawy y col (2013) observaron un aumento de la expresién del gen
BnAGP Sta 39-4 en las paredes celulares de embriones derivados de la microsporas

de 2 a 4 dias en Brassica.

A pesar de toda la informacién que se ha adquirido durante los Ultimos afios
sobre los AGP, todavia no se conoce su funcion exacta (para revisién ver Seifert y
Roberts 2007), ni el papel que juegan en la embriogénesis de las microsporas (El-
Tantawy y col. 2013). Se ha descrito la posibilidad de que los productos de
degradacién de los AGPs, lipidos, oligosacaridos o proteinas podrian funcionar como
moléculas de sefializacion. Asi, se conoce que la N-Acetilglucosamina controla la

embriogénesis somética en zanahoria (van Hengel y col. 2001).

Aunque los estudios llevados a cabo para identificar los compuestos inductores
secretados por los ovarios se han centrado en los AGPs, el ovario constituye un
organo complejo en el que se han detectado mas de 25.000 genes que se expresan
en ovarios maduros al final de su desarrollo, cuando ya se han preparado para la
polinizacion vy fertilizacion (Tran y col. 2013). La mayoria de los genes no son
especificos de ovarios, observandose una alta correlacion del transcriptoma del ovario

con otros transcriptomas como el de la caridpside y el estigma (Druka y col. 2006,
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Davidson y col. 2011, Xu y col. 2012a). Entre los genes identificados en ovarios
destaca un conjunto asociado al desarrollo de embrién zigético (Tran y col. 2013)
como el gen BABY BOOM (BBM) (Boutilier y col. 2002), que juega un papel
importante en la embriogénesis de la microspora. También destaca un conjunto de
genes asociados a mecanismos de defensa que pudieran tener un papel en las
interacciones con el polen como la defensin-like LURE (Okuda y col. 2009) o las
proteinas ricas en cisteina con papeles clave en la comunicacion polen-pistilo
(Higashiyama 2010), que podrian tener un papel sefalizador entre ovarios y
microsporas durante el co-cultivo con ovarios.
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2. Objetivos






La embriogénesis de la microspora, mediante el cultivo de anteras o
microsporas aisladas, es el método de produccion de DHs en cereales con mayor
potencialidad. Aunque los protocolos de produccion de DHs mediante la
embriogénesis de la microspora se han mejorado durante los ultimos afos, sigue
existiendo un gran desconocimiento de los mecanismos moleculares que controlan

este proceso.

Esta tesis doctoral tiene como objetivo principal el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en el inicio del patron de desarrollo embriogénico de la
microspora en cereales. Para abordar este objetivo se ha tomado la cebada como
especie modelo, y el trigo como especie que presenta una mayor dificultad en la
produccion de DHs. Para cumplir este objetivo se ha planteado los siguientes
subobijetivos:

1- Identificacién y caracterizacion de genes que se expresan al inicio del patron de
desarrollo embriogénico de la microspora en cebada y trigo panadero.

2-  Comparacion de la expresién génica entre embriogénesis de la microspora y
embriogénesis zig6tica en cebada y trigo panadero.

3-  Comparacion de la expresion génica entre genotipos de distinta respuesta a la
embriogénesis de la microspora en cebada y trigo panadero.

4-  Estudio de la expresion de genes implicados en sintesis, degradacion y
regulacién de Acido Abscisico (ABA) durante la embriogénesis de la microspora
en cebada.

5-  Identificacion de genes asociados al efecto inductor de los ovarios en cultivo de

anteras de trigo panadero.
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3. Materiales y Métodos






3.1.  Material vegetal

3.1.1. Genotipos utilizados

En cebada se utilizaron las lineas doblehaploides (DHs) DH6148, DH6183 y
DH6004 obtenidas previamente a partir del cruzamiento de Igri x DH46. Igri es una
variedad de invierno, considerada modelo para la embriogénesis de la microspora,
caracterizada por presentar muy buena respuesta al cultivo de anteras, es decir, da
lugar a un elevado numero de divisiones, embriones y plantas verdes, y altos
porcentajes de plantas verdes. DH46 es una linea obtenida del cruce entre Igri X
Dobla. Dobla se caracteriza por tener una respuesta media al cultivo de anteras,
dando lugar a un nimero alto de divisiones, un nimero medio de embriones y un
namero medio-bajo de plantas verdes (Chen y col. 2007a). DH46 se caracteriza por
presentar un numero de divisiones y embriones similar a Igri, pero un porcentaje de

plantas verdes muy bajo (2.3 %) (Mufioz-Amatriain y col. 2008).

Las lineas DH6148, DH6183 y DH6004 son lineas casi isogénicas. En cultivo
de anteras las lineas DH6148 y DH6183 presentan un elevado nimero de divisiones,
mientras que la linea DH6004 presenta un nimero muy bajo. Las caracteristicas que
diferencian a estas lineas son el elevado nimero de embriones y alto porcentaje de
plantas verdes de la linea DH6148, el bajo nimero de embriones y bajo porcentaje de
plantas verdes de la linea DH6183, y un nimero muy bajo de embriones y alto

porcentaje de plantas verdes de la linea DH6004.

En trigo, se utilizaron los cultivares de primavera Pavon y Caramba. Pavon es
un cultivar que ha sido ampliamente utilizado como parental de nuevas variedades,
presenta una alta calidad harino-panadera y amplia adaptabilidad (Dr. Pefa, CIMMYT,
comunicacion personal). Ademas este cultivar presenta una alta eficiencia de
produccién de plantas verdes. Caramba es un cultivar de interés agronémico en

Espafia con una calidad harino-panadera equilibrada y productividad alta, y presenta
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una eficiencia media a baja de produccién de plantas verdes (Soriano y col. 2007,
2008).

3.1.2. Condiciones de crecimiento de las plantas madre

Las semillas se sembraron en un sustrato compuesto por arena, vermiculita y
turba (1:1:1) en un “paper-pot”. Se vernalizaron en una camara de cultivo a 4°C, con
un fotoperiodo de 8/16 h luz/oscuridad, y 100 uEm?s™ de intensidad luminosa
proporcionada por tubos fluorescentes (Mazdafluor 18W). La cebada se vernalizé
durante 4 semanas y el trigo durante 5 semanas. Posteriormente, las plantulas fueron
trasplantadas a macetas de 15 cm de 2,5 | con el mismo sustrato (2 plantulas/maceta)
y fueron transferidas a una cdmara de crecimiento a 14°C/12°C (dia/noche), con un
fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad, y 500 pEm?s™ de intensidad luminosa
proporcionada por lamparas de halogenuro metélico de alta presion (Philips
Powertone HPI-T Plus 400 W). Después de 21 dias, la temperatura se incrementé a
21-18°C (dia/noche) y el fotoperiodo a 16/8 h luz/oscuridad, hasta que las espigas
fueron cosechadas. La humedad relativa para ambos periodos fue del 60-65%. En el
momento de la preparacion del sustrato, éste se fertiliz6 con una combinacién de
N:P:K (15:15:15). Ademas la fertilizacion foliar “Zelti foliage” (Zeneca-Agro S.A.), que
contiene N:P:K (20:20:20) y micronutrientes se aplic6 una vez por semana durante

todo el ciclo de crecimiento.

3.2. Metodologia general del cultivo de anteras

3.2.1. Esterilizacion

Material de laboratorio. El material de vidrio, las puntas de pipeta, etc., se esterilizaron

en autoclave durante 23 min a 120°C y 1 Kg/cm?. El material de acero, como las pinzas
y las tijeras, también se autoclavaron, y después de cada utilizacién se desinfectaron

con etanol al 96%.
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Medios de culfivo. Para evitar la posible degradacion de algunos componentes

termolabiles, como los azlcares, aminoacidos, reguladores de crecimiento, etc., se
esterilizaron por filtracion, utilizando filtros Millipore de 0,22 um @ de poro y una bomba
de vacio. Otros compuestos como el gelrite, la agarosa y las sales minerales se

esterilizaron en autoclave durante 23 min a 120°C y 1 Kg/cm?.

Malerial vegelal Las espigas envueltas en su vaina se rociaron con etanol al 96%, se

dejaron secar dentro de una cadmara de flujo laminar y posteriormente se sacaron de la

vaina y se colocaron en placas Petri.

3.2.2. Medios de cultivo

A continuacion se detalla la composicion de los medios.

3.2.21. Medio de tratamiento de estrés

El medio de tratamiento de estrés en cebada (TEC) estaba compuesto por 0,7
M manitol, 40 mM CacCl, y 8 g/l agarosa Sea Plaque (Lonza) (Tabla 2). El de trigo
(TET) se componia de 0,7 M manitol, 40 mM CaCl,, los macronutrientes del medio
FHG (Hunter 1987) y 8 g/l agarosa Sea Plaque (Lonza) (Tabla 2).

Tabla 2: Composicion de los medios de tratamiento de estrés de cebada (TEC), y de

trigo (TET).
Componente TEC TET
mg/l mg/l
Manitol 127.500 127.500
KNO3 - 1900*
NH4NO; - 165*
KH,PO,4 - 170*
CacCl, 2H,0 5.880 5.880
MgSO, 7H,0 - 370*
Agarosa Sea Plaque 8.000 8.000

*macronutrientes de FHG (Hunter 1987)
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3.2.2.2. Medio de induccién de embriogénesis

En cebada se utiliz6 el medio de induccion FHG (Hunter 1987), el cual es una
modificacion del medio MS (Murashige y Skoog 1962) que contiene una alta
concentracion de glutamina y un reducido aporte de nitrato aménico, y la sacarosa ha
sido remplazada por maltosa. El medio esta suplementado con 0,4 mg/l de tiaminay 1
mg/l de 6-bencilaminopurina (BA) y 200 6 400 g/l de Ficoll tipo 400 (FHGI) (Tabla 3).

En trigo se utilizé6 una modificacién del medio MMS3 (medio MS modificado por
Hu y Kasha (1997), en el que se ha reducido el nitrégeno inorganico y se ha
incorporado nitrégeno organico en forma de glutamina, y la sacarosa ha sido
remplazada por la maltosa. El medio esta suplementado con diferentes vitaminas, 1
mg/l de BA y 1 mg/l de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 200 6 400 g/l de Ficoll
tipo 400 (MMS3M) (Tabla 3).
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Tabla 3: Composicion del medio de induccion de la embriogénesis en cebada (FHGI)
y trigo (MMS3M).

FHGI MMS3M
Componentes del medio CEBADA TRIGO
mg/| mg/l
Macronutrientes
KNO3 1.900 1.400
NH;NO3 165 300
KH,PO4 170 170
CaCl, 2H,0 440 440
MgSO,4 7H,0 370 370
Micronutrientes
MnSQO,4 4H,0 22,3 22,3
ZnS0O,4 7H,0 8,6 8,6
H3BO3 6,2 6,2
Kl 0,83 0,83
NaMoO,4 2H,0 0,25 0,25
CuS0QO,4 5H,0 0,025 0,025
CoCl, 6H,0 0,025 0,025
Hierro
FeNa ,EDTA 40 40
Vitaminas
Tiamina HCI 0,4 0,4
Piridoxina HCI - 0,5
Acido Nicotinico - 0,5
Biotina - 0,25
Acido Ascérbico - 0,5
Pantetonato de Calcio - 0,25
Aminoacidos
Glutamina 730 500
Glicina - 1
Reguladores de Crecimiento
BA 1 1
24D - 1
Otros Componentes
Mio-Inositol 100 100
Maltosa 62.000 62.000
2x10° 2x10°
Ficoll 6 6
4x10° 4x10°
pH 58 5,8




3.2.2.3. Medio pre-acondicionado con ovarios

Este medio se utilizd s6lo para el cultivo de anteras de trigo. Los ovarios se
obtuvieron de espigas que contenian microsporas en estado binucleado tardio (Figura
3c). Para evitar contaminaciones las espigas se cubrieron con una bolsa de plastico
estéril cuando todavia estaban dentro de la vaina (Figura 3a). Las espigas se

recogieron a los 4 6 5 dias después de ser embolsadas (Figura 3b).

Preparacién Cosecha Esterilizacion Medio pre-acondicionado con ovarios

Figura 3: Preparacion de medio pre-acondicionado con ovarios. a) Espiga embolsada. b)
Cosecha de las espigas. c) Microspora en estado binucleado tardio (tincion con DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol diclorohidrato). d) Espiga esterilizada. e y f) Medio
preacondicionado (0 y 5 dias, respectivamente).

Las espigas se esterilizaron como se indica en el apartado 3.2.1 (Figura 3d).
Los ovarios se extrajeron de la flor bajo una lupa binocular con ayuda de unas pinzas.
Para evitar variaciones debidas al estado fisiolégico de los ovarios, se prepararon 8 ml
de medio MMS3M con 200 g/l de Ficoll en placas de 6 cm @ y se inocularon 32

ovarios procedentes de 1 6 2 espigas diferentes (Figura 3e). Este medio se incub6 en
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la oscuridad durante 5 dias a 24°C (Figura 3f). El medio y los ovarios procedentes de
la misma placa de 6 cm @ se repartieron entre todas las placas de 3 cm @ de la

misma réplica (8 ovarios/placa).

3.2.2.4. Medio de cultivo de regeneracién de plantas

En cebada se utilizé el medio de regeneracion FHGR (Tabla 4). Este medio es
similar al FHGI con pequefias modificaciones que son: eliminacion de la glutamina,
reduccion de la concentracion de maltosa a la mitad, incorporacion de 0,5 mg/l de la
auxina &cido indolacético (IAA), y la utilizacion de 3 g/l de Gelrite como agente
solidificante.

En trigo se utilizé el medio de regeneracion J25-8, descrito por Jensen (1983)
(Tabla 4) para la regeneracién de embriones de cebada obtenidos del cruzamiento
interespecifico Hordeum vulgare x H. bulbosum. En comparacién con el medio FHGR,
el medio J25-8 es un medio rico, con elevado aporte de macronutrientes, aminoacidos
y vitaminas, y carece de reguladores de crecimiento. Ademas, la maltosa del medio
FHGR ha sido sustituida por sacarosa y glucosa en el medio J25-8. Por otro lado, este

medio contiene carboén activo para inhibir los fenoles.
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Tabla 4: Composicion del medio de regeneracion de plantas de cebada (FHGR) y

trigo (125-8).

FHGR J25-8
Componentes del medio CEBADA TRIGO

mg/l mg/l
Macronutrientes
KNO3 1.900 2.200
NH4NO3 165 600
KH,PO4 170 150
CaCl, 2H,0 440 295
MgSO, 7H,0 370 310
NaH,PO,4 H,O - 75
(NH4)2S0,4 - 67
Micronutrientes
MnSO, 4H,0 22,3 6,6
ZnS0O,4 7H,0 8,6 5
H3BO3 6,2 3
Kl 0,83 -
NaMoO,4 2H,0 0,25 0,25
CuS0O, 5H,0 0,025 0,025
CoCl, 6H,0 0,025 0,025
Hierro
FeNa ;EDTA 40 40
Vitaminas
Tiiamina HCI 0,4 10
Nicotinamida - 1
Piridoxina - 1
Aminoécidos
Glutamina - 120
Asparagina - 50
Treonina - 25
Arginina - 25
Prolina - 50
Reguladores de Crecimiento
BA 1 -
IAA 0.5 -
Otros Componentes
Mio-Inositol 100 100
Acido malico - 100
Leche de coco - 25*
Caseina - 125
Carbon activo - 4.000
Maltosa 31.000 -
Sacarosa - 20.000
Glucosa - 7.000
pH 5,8 5,8
Fitagel 3.000 3.000
*ml/|




3.2.3. Cosecha de la espiga: estado de desarrollo de la microspora y mantenimiento
de las espigas

Estado de desarrollo de la microspora. Se cosecharon espigas que contenian

microsporas en estado de desarrollo uninucleado medio a tardio. El estado de
desarrollo de la microspora se determind mediante tincion con el fluorocromo (4',6-
diamidino-2-fenilindol diclorohidrato) DAPI (Vergne y col. 1987). Se preparé una
solucion stock de 4 pg/ml, se alicuotd y se conservo a -20°C.

Se tomaron 2 6 3 anteras de las flores centrales de una espiga, se colocaron
en un porta sobre una gota de manitol 0,3 M y se cortaron en varios trozos con un
bisturi para facilitar que salieran las microsporas fuera de la antera. Se afiadieron
aproximadamente 3 pl de la solucién stock de DAPI y se cubrieron con un cubre. Se
observaron los nucleos en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse T300 con
luz ultravioleta (330-380 nm).

Para cada tanda de plantas, en el momento de la recogida del material vegetal
se establecid una correlacion entre el estado de desarrollo de las microsporas y
caracteres morfologicos, que fueron distintos segun la especie. En cebada se utiliz6 la
longitud de las barbas que sobresalian de la hoja bandera (2-4 cm.
aproximadamente), y en trigo se utilizéd la distancia existente desde el extremo
superior de la espiga hasta la base de la hoja bandera (1-2 cm). Esto permitia recoger
las espigas en el estado de desarrollo adecuado para el cultivo de anteras y desechar

las espigas en estadios mas tempranos o mas tardios.

Mantenimiento de las espigas. En cebada, las espigas esterilizadas se sacaron de la

vaina y se colocaron en placas Petri de 9 cm @ que contenian una gota de agua. Las
placas se cerraron con Parafilm y se almacenaron en una nevera a 4°C durante 2-3

dias hasta su posterior uso.
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En trigo las espigas se conservaron 4°C envueltas en su vaina, en un
recipiente con agua durante 2 a 5 dias, y posteriormente se esterilizaron y se

inocularon en el medio de cultivo.

3.2.4. Tratamiento de estrés

Las anteras fueron extraidas de la flor bajo un microscopio estereoscépico con
la ayuda de pinzas, y se inocularon en los medios TEC (cebada) y TET (trigo) (Tabla
2). Las placas se cerraron con Parafilm y se incubaron en oscuridad a 24°C durante 4

y 5 dias en cebada y trigo, respectivamente.

3.2.5. Cultivo de anteras

En cebada, después de los 4 dias de tratamiento de estrés, se inocularon 20
anteras en placas Petri de 3 cm @ con 2 ml de FHGI con 200 g/l de Ficoll (Tabla 3).
En trigo, después de los 5 dias de tratamiento de estrés, se inocularon 30 anteras en
placas Petri de 3 cm @ que contenian 2 ml de medio MMS3M con 200 g/l de Ficoll
(Tabla 3) pre-acondicionado con ovarios, como se indica en el apartado 3.2.2.3.

Las placas Petri se cerraron con Parafilm y se incubaron en una camara de

cultivo a 24°C en oscuridad. Después de 10 a 12 dias de cultivo se afiadieron 2 ml de
medio FHGI y MMS3M con 400 g/l de Ficoll en cebada y trigo, respectivamente.

3.2.6. Cultivo de microsporas

a. Aislamiento de las microsporas

Homogeneizacion. Después del tratamiento de estrés, las anteras se colocaron en un

vaso de precipitados con 5 ml de manitol 0,3 M (54,6 g/l de manitol en H,O destilada,
esterilizado por filtracion). Posteriormente, las anteras en el manitol se trasladaron a

un homogeneizador de vidrio. EI émbolo se giré varias veces con suavidad para la
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homogenizacion. Con el fin de separar los restos de las paredes de la antera de las
microsporas, el homogeneizado resultante se filtro a través de una malla de 100 um &
de poro, y las microsporas se recogieron en un tubo de centrifuga estéril de 15 ml
(Sterilin).

Separacion de microsporas viables sobre banda de malfosa. Se afiadidé solucién de

manitol 0,3 M a la suspensidon de microsporas hasta un volumen de 15 ml.
Posteriormente se centrifugd durante 5 min a 100 g y se eliminé el sobrenadante. Las
microsporas se resuspendieron en 1,5 ml de manitol 0,3 M y se colocaron
cuidadosamente sobre 5 ml de maltosa al 20%. Tras una centrifugacion de 5 min a
100 g las microsporas viables permanecieron en la fase superior sobre la banda de
maltosa, mientras que las no viables quedaron en el fondo del tubo. Se recogieron las
microsporas viables cuidadosamente con una pipeta Pasteur y se trasladaron a un

nuevo tubo.

Lavado. Con el fin de eliminar los restos de maltosa, a las microsporas recogidas

sobre la banda de maltosa se afiadi® manitol 0,3 M hasta un volumen de 15 ml, se
centrifugd (5 min, 100 g) y se descartd el sobrenadante. Las microsporas se
resuspendieron en 1 ml de medio MMS3M liquido (Tabla 3).

b. Culfivo de las microsporas

Las microsporas se inocularon en placas Petri de 3 cm @ con medio FHGI con
100 g/l de Ficoll en cebada, o MMS3M con 100 g/l de Ficoll (Tabla 3) pre-
acondicionado con ovarios en trigo, como se indica en el apartado 3.2.2.3. Las
microsporas se contaron en una camara de Neubauer. Se ajusto el volumen de medio
para conseguir una densidad de 100.000 microsporas/ml. Aproximadamente 10 dias
después de haber inoculado las microsporas, se afiadié el mismo volumen del mismo

medio fresco con 300 mg/l de Ficoll (Tabla 3) a cada placa.
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3.2.7. Regeneracion de embriones

Los embriones de buena calidad, con eje embrionario bien diferenciado,
desarrollados en el medio de induccién de embriogénesis fueron transferidos al medio
de regeneracion (FHGR y J25-8 en cebada y trigo, respectivamente) (Tabla 4)

después de 25 a 30 dias de cultivo.

Se inocularon alrededor de 25 embriones en cada placa de 6 cm @, que
contenia 10 ml de medio. Las placas Petri se cerraron con Parafilm y se incubaron en
una camara de cultivo a 24°C, en oscuridad durante los 2 primeros dias.
Posteriormente se transfirieron a la luz con un fotoperiodo de 16 h y una intensidad
luminosa de 100 pEm™s™ proporcionada por lamparas fluorescentes-incandescentes
(Mazdafluor TF 58W/LJ 54-Philips 25 W), y 70-80 % de humedad relativa.

3.3. Caracterizacion morfoldgica

3.3.1. Caracterizacion citolégica del cultivo de anteras

En cebada se tomaron las anteras de las lineas DH6148 y DH6183 a los 4 dias
de induccién por estrés (4di), y a los 4, 8 y 12 dias de cultivo de anteras (4dc, 8dc y
12dc), y en trigo se tomaron las anteras de los cultivares Pavon y Caramba a los 5
dias de induccion por estrés (5di), y a los 5, 10 y 15 dias de cultivo de anteras (5dc,
10dc y 15dc).

Las anteras se fijaron durante 3 h a temperatura ambiente en el fijador
Karnovsky (4% de paraformaldehido y 0,25% de glutaraldehido en un tampoén de
cacodilato 0,1 M, pH 7.2). A continuacién se hizo un cambio a fijador fresco y se dejé
toda la noche a 4°C. Después de la fijacion las muestras se lavaron tres veces en
tampdn cacodilato 0,05 M a 4°C durante 30 min, se deshidrataron durante 1 h a 4°C
en cada serie de etanol de 30, 50 y 70%. Se realizé la inclusién a 4°C en Unicryl

siguiendo los siguientes pasos: 1 h en etanol de 90%, tres veces en etanol absoluto
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durante 1 h, etanol absoluto:unicryl (3:1) durante 3 h, etanol absoluto:unicryl (1:1)
durante toda la noche, etanol absoluto:unicryl (1:3) durante 3 h, unicryl puro durante 3
h, unicryl puro durante toda la noche y unicryl puro durante 3 h. La polimerizacion se

realizé bajo luz ultravioleta a -20°C durante 44 h.

Se realizaron cortes de 1 pm utilizando un microtomo RM2164 (Leica). Los
cortes se tifieron con 0,05% de azul de toluidina. Para observar los cortes se utilizé un
microscopio Zeiss Axioplan y las imagenes fueron capturadas con una camara digital
CCD.

3.3.2. Caracterizacion morfoldgica /n vivo del cultivo de microsporas aisladas

En cebada la caracterizacion morfolégica de las microsporas aisladas a lo
largo del cultivo se realiz6 in vivo con un microscopio Nikon Eclipse T300 a 100 y 200
aumentos, y una camara digital Nikon DS-U2, a los 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias después
de ser transferidas al medio de cultivo (1dc, 2dc, 4dc, 6dc, 8dc, 12dc y 16dc).

En trigo la caracterizacion morfolégica de las microsporas aisladas se realizé
de la misma forma que en cebada a los 1, 3, 5, 7, 10, 15 y 20 dias después de ser
transferidas al medio de cultivo (1dc, 3dc, 5dc, 7dc, 10dc, 15dc y 20dc). Todas las
imagenes fueron adquiridas y procesadas usando el software NIS-Elements D 3.2 y
Adobe Photoshop CS4.

3.4. Estudios de expresién génica

3.4.1. Recogida de muestras

En cebada para el estudio de la expresién de genes en las primeras fases de
la embriogénesis de la microspora se tomaron tres réplicas biol6gicas de anteras de la
linea DH6148 de cebada a los 0, 2 y 4 dias de induccion por estrés (0di, 2di y 4di), y a
los 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias de cultivo de anteras (1dc, 2dc, 4dc, 6dc, 8dc, 12dc y
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16dc). Para estudiar la expresion de los genes en las fases tempranas de la
embriogénesis zigobtica, se tomaron ovarios maduros (ov), cariépside alos 1, 2, 4,6y
8 dias de desarrollo después de la fecundacién (cld, c2d, c4d, c6d y c8d), embridén
aislado a los 10 y 12 dias después de la fecundaciéon (e10d y e12d), raiz (r) y hoja de
plantula (h) de la linea DH6148 de cebada. Para comparar la expresion génica en tres
lineas de distinta respuesta a embriogénesis de la microspora en cebada se tomaron
también anteras de las lineas DH6183 y DH6004 a los 0 y 4 dias de induccién por
estrés (0Odiy 4di), yalos 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias de cultivo de anteras (1dc, 2dc, 4dc,
6dc, 8dc, 12dc y 16dc).

En trigo se tomaron anteras de los cultivares Pavon y Caramba a los 0 y 5 dias
de induccion por estrés (0di y 5di), y a los 5, 10, 15 y 20 dias de cultivo de anteras
(5dc, 10dc, 15dc y 20dc). Para estudiar la expresion de los genes en las fases
tempranas de la embriogénesis zigoética, se tomaron ovarios maduros (ov), cariopside
alos 2, 4, 6 y 8 dias de desarrollo después de la fecundacion (c2d, c4d, c6d y c8d),
embrién aislado a los 10, 12 y 14 dias después de la fecundacion (el0, el2 y el4),
endospermo aislado a los 10, 12 y 14 dias después de la fecundacién (enl0, enl2 y

enl4), raiz (r) y hoja de plantula (h) del cultivar Pavon.

Para el estudio de identificacion de genes asociados al efecto inductor de la
embriogénesis de los ovarios en cultivo de anteras de trigo, se tomaron tres replicas
biolégicas de ovarios frescos (0dc), y a los 5, 10, 15 y 20 dias de inoculacién en el
medio de cultivo (5dc, 10dc, 15dc y 20dc) de ovarios jévenes y maduros
(correspondientes a estadio de la microspora uninucleada media a tardia y binucleada

tardia, respectivamente) de los cultivares Pavon y Caramba.

De cada uno de los estadios de desarrollo se tomaron muestras de 50 mg
aproximadamente, que correspondian a 400-500 anteras, 4-6 cariopsides, 10-12
embriones y 4-6 endospermos. Para las muestras de ovarios se tomaron 15 ovarios
jovenes aproximadamente, y 6 ovarios maduros. Todas las muestras se congelaron en

N, y se conservaron a -80°C para el posterior aislamiento de RNA.
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3.4.2. Aislamiento de RNA

Todo el material utilizado se esteriliz6 en autoclave durante 40 min a 120°C vy 1
kg/cm?. Los reactivos se prepararon con agua ultrapura (MilliQ, Millipore) tratada para
la eliminacién de RNasas. Para ello, se tomaron 1000 ml de agua ultrapura se afiadié
1 ml de DEPC (dietilpirocarbonato 97% NMR), se agité durante al menos 2 h y se
autoclavo durante 40 min con las condiciones descritas anteriormente (agua DEPC).
Esta agua se utilizé para preparar etanol al 75% y 80%, la disolucion final del RNA
extraido, la preparacion de los geles de agarosa para analisis de RNA y la preparacién
del tampdn TBE 0,5x.

3.4.21. Homogenizacion de las muestras

Para la homogenizacién se utilizé6 el Molino Mezclador MM 301 RETSCH v el
Kit criogénico. Los tubos Eppendorf de 1,5 ml que contenian las muestras congeladas
a -80°C se colocaron en el bloque criogénico, que se mantuvo sumergido en N, A
cada tubo Eppendorf se afiadieron 3 bolitas de acero inoxidable de 3 mm. Los bloques
se acoplaron al molino para la homogenizacion. Las muestras de anteras, raiz y hoja
se trituraron durante 4 min a 3.000 rpm y las de ovarios 8 min a 3.000 rpm. Las
muestras de mayor dureza como las de caridpside y endospermo se homogenizaron

en morteros. Posteriormente todas las muestras se mantuvieron en Ns.

3.422. Extraccion de RNA mediante Trizol

Para la extraccion de RNA se siguié el procedimiento de Trizol® (Invitrogen).
Este compuesto es una solucibn monofasica de fenol que contiene un inhibidor de
RNasas (isotiocianato de guanidina) y otros componentes que facilitan el aislamiento
de RNA. Trizol® mantiene la integridad del RNA debido a la inhibicion de la actividad
RNasa mientras disuelve los componentes de la célula durante la homogenizacién de

la muestra. Se siguieron las indicaciones de la casa comercial.
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A cada tubo Eppendorf con las muestras homogenizadas se agregaron 500 pl
de Trizol® en una campana de extraccion de gases, y se agitO suavemente por
inversion del tubo. Las muestras se incubaron en un bloque seco (AccuBlock Digital
Dry Bath de Labnet) durante 5 min a 60°C para permitir la completa disolucién de los

complejos nucleoprotéicos. A continuacion se realizaron los siguientes pasos:

a. Separacion de fases. Se afiadieron 100 pl de cloroformo en una campana de

extraccion de gases y se agitaron fuertemente los tubos durante 15 s. Se incubaron 3
min a T# ambiente, y posteriormente se centrifugaron a 12.000 rpm en la centrifuga
Biofuge Primo R de Heraeus a 4°C durante 15 min. Se extrajo cuidadosamente la fase
superior y se transfiri6 a un nuevo tubo Eppendorf. Ademas se repitid otro paso de
limpieza del RNA a las muestras de ovarios y endospermo.

b. Precipilacion de &cidos nucleicos. Se anadieron 250 pl de propanol a cada

muestra (en una campana de extraccion de gases) y se mezclé6 suavemente por
inversion del tubo. Las muestras se incubaron 10 min en hielo y posteriormente se

centrifugaron a 12.000 rpm a 4°C durante 10 min.

C. Lavado. Se desechd el sobrenadante y se afiadieron 500 ul de etanol al 75%

en agua DEPC. El pellet se separd del fondo del tubo Eppendorf utilizando un vortex y

se centrifugaron a 7.500 rpm a 4°C durante 6 min.

d. Redlisolucion. Se desechd el sobrenadante y se dej6 secar el precipitado

durante 5 min a T® ambiente. Se afadieron 100 ul de agua DEPC, se agit6 en un
vortex para resuspender el precipitado, se centrifugé 10 s en una microcentrifuga
(Biofuge Pico de Heraeus), y posteriormente se incubé en un bloque seco a 60°C

durante 10 min para la completa disolucion del RNA.
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e. Mediicion y visualizacion del RNA: La calidad y cantidad del RNA se determiné

utilizando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Para cada muestra se
midieron los valores de concentracién del RNA en ug/ul y la relacion de absorbancia a
260/280 que indica la pureza del RNA, la cual debe estar entre 1,7 y 1,9. Se comprobdé
el estado del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa (MS-12 Conda),
utiizando las condiciones Optimas para evitar la degradacion del RNA. La
electroforesis en gel de agarosa es un método que separa macromoléculas tales como
acidos nucleidos y proteinas en funciéon del tamafio y la carga eléctrica. Se afiadi6
bromuro de etidio (BrEt) a la muestra para la visualizacion del RNA (Tabla 5). La
electroforesis se efectud a 100 V en el equipo E300 de Pharmacia Biotech, durante 20
min. Para visualizar el gel se utilizd el programa Quantity One 4.6.7 en el
trasiluminador de luz ultravioleta del Gel Doc 2000 de Bio Rad.

Tabla 5: Composicion del gel de agarosa y de la muestra, utilizados para la

electroforesis de RNA.

Agarosa 0,7

Gel de agarosa 1.2 % 9 g
TBE (0,5x en H,O DEPC) 60 ml
RNA (2,5 pg totales) X plI*
Tampo6n de muestra 3l

Muestra Bret 1 pg/ul 1
H,O DEPC X plI*
Volumen total 15 ul

x u* (depende de la concentracién de RNA de cada muestra)

3.4.3. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se realizaron previamente dos tratamientos de la
muestra de RNA:

a. Tratamienfo con DNasa. Se tomaron 10 pg de RNA y se diluyeron a un

volumen total de 100 pl con agua DEPC en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Se afiadié 1 pl
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de DNasa (10u/ul de Roche) a cada muestra para eliminar las posibles
contaminaciones con DNA, y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 s. Se incubd en
un bloque seco (AccuBlock Digital Dry Bath de Labnet) 10 min a 37°C, y

posteriormente 15 min a 65°C, para la inactivacion de las DNasas.

b. Limpieza del RNA mediante el kit “/RNA MiniElute”: Se utilizé el kit “RNeasy

MinElute Cleanup Kit (50)” de Quiagen para purificar y concentrar el RNA, y se sigui6

el protocolo descrito en las especificaciones del kit.

A los 100 ul de muestra de la fase anterior se afiadieron 350 pl de tampén
RLT, se mezclaron y se afiadieron 250 pl de etanol absoluto y se volvieron a mezclar.
A continuacion los 700 pl se depositaron sobre una columna contenida en un tubo
colector de 2 ml (Spin Column-KIT) y se centrifugé a 10.000 rpm durante 15 s. Se
transfirid la columna a otro tubo colector de 2 ml, se afiadieron 500 pl de tampon RPE
y se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 s. Seguidamente se eliminé el fluido
resultante del tubo colector y se afiadieron a la columna 500 pl de etanol al 80% en
agua DEPC, y se centrifugé a 10.000 rpm durante 2 min. La columna se transfirié a
otro tubo colector de 2 ml, se abri6 la tapa de la columna y se centrifugd a 13.000 rpm
durante 5 min. Posteriormente la columna se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 mly
se afiadieron 10 ul de agua libre de RNasa directamente en el centro de la membrana.
Se cerr6 el tubo y se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 min. Finalmente se repitié la

operacién con otros 10 pl de agua libre de RNasa (volumen final 20 pl).

C. Sintesis de cDNA:. Se utilizé el Kit “M-MLV RT Reverse Transcriptase” de

Promega para transcribir el RNA a cDNA. A cada tubo Eppendorf que contenia los 20
pl de RNA obtenidos en el paso anterior, se afiadié 1 pl de oligo DT (Oligo (dT)xo
Primer) de Invitrogen, el cual es una cadena corta de 20 nucleétidos con base timina
gue hibrida con la cola Poly(A) de mRNA y que se utiliza como cebador. Se incub6 a

70°C durante 10 min en un bloque seco (AccuBlock Digital Dry Bath de Labnet). Se

46



preparo la mezcla de la reaccién para la sintesis de cDNA en un volumen final de 30 pl

tal como se detalla a continuacion (Tabla 6).

Tabla 6: Composicion de la mezcla de la reaccidn para sintesis de cDNA.

H,O DEPC 16,7 pl X N° reacciones = ul H,O DEPC
Tampon RT 5x 10 x N°reacciones = pl Buffer RT

dNTPs (20mM) 1,8 pl x N°reacciones = pl dNTPs

Inhibidor de RNasa 0,5 pl x N°reacciones = pl Inhibidor de RNAsa
RT (transcriptasa reversa) (200 u/pl) 1yl x N°reacciones = JRT

Las caracteristicas y casa comercial de cada reactivo son las siguientes:
dNTPS (DNA Polymerization Mix, 20 mM) de Amersham Biosciences e Inhibidor de
RNasa (Protector RNasa Inhibitor, 40 u/ul) de Roche. A cada muestra se afiadieron 30
ul de la mezcla de la reaccion, se centrifug6 10 s, y se incubd 1 h a 42°C en un bloque
seco (AccuBlock Digital Dry Bath de Labnet). Se realizé una determinacion
aproximada de la calidad y cantidad del cDNA utilizando el equipo Nanodrop 2000.
Para cada muestra se midieron la concentracion de cDNA en ug/ul, y la relacién de
absorbancia 260/280 que indica la pureza del cDNA, la cual debe estar entre 1,7y 1,9.

d. Dilucion del cDNA: Las muestras de cDNA se diluyeron con agua MilliQ estéril

a una concentracion de 5 pg/ul para las PCR-semicuantitativas y una dilucion de 1:5
para las qRT-PCR.

3.4.4. Amplificacién de genes mediante PCR-Semicuantitativa

Se disefiaron los pares de cebadores correspondientes a los genes
seleccionados y posteriormente se realizod la amplificacion de estos genes mediante
PCR-Semicuantitativa. Esta técnica permite estimar la cantidad de cDNA inicial,
obteniendo un gran nimero de copias de un fragmento de DNA. Para ello, se emplean
ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas que permiten desnaturalizar el DNA, la

union de los cebadores y la sintesis de nuevo DNA en cada ciclo.
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3.44.1. Diseio de Cebadores

Para disefiar los cebadores utilizados en cebada y trigo se partié de las
secuencias consenso de cDNA correspondientes a los genes a estudiar, contenidas
en el programa HarvEST Barley v. 1.74 (Apartado 3.5.1). En trigo se buscaron las
secuencias homologas a las de cebada en el programa HarvEST Wheat v. 1.59 y en
las bases de datos blastx-NCBI, cerealsDB y Fasta-EMBL-EBI (Apartado 3.5.1). Se
disefiaron los cebadores para PCR-Semicuantitativa mediante el programa
PrimerQuest™" (“IDT-Integrated DNA Technologies”),
(http://eu.idtdna.com/SCITOOLS/Applications/PrimerQuest/Default.aspx).

PrimerQuest™"

es una modificacion del programa Primer3, que habia sido
desarrollado por el Instituto de Investigacion Biomédica “Whitehead”. Este programa
permite el disefio de cebadores para todo tipo de PCR, teniendo en cuenta, ademas
de los criterios bésicos, los riesgos de formacion de bucles y dimerizacion entre

cebadores.

Para el disefio de los cebadores, se tuvieron en cuenta los siguientes criterios

basicos:

o

La longitud de los cebadores debe ser de 18-24 pb.

b. La Tm (temperatura de fusién) debe estar entre 55-63°C. La diferencia de Tm
entre los dos cebadores no debe ser superior a 5°C.

C. El contenido de GC debe estar entre 45-55%, teniendo en cuenta que las
tltimas cinco bases no tengan mas de dos GC.

d. Un aspecto importante es evitar la complementariedad de bases en y entre los

cebadores, para que no se formen bucles y evitar la formacién de dimeros.

e. La longitud éptima del amplicon resultante debe estar entre 250 y 300 pb.

Los cebadores disefiados fueron sintetizados por Invitrogen (Tabla 7). Se

preparé una solucion stock de 200 uM y una dilucién final de 20 uM en H,O DEPC.
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Tabla 7. Secuencias de los pares de cebadores disefiados para PCR-Semicuantitativa
en cebada y trigo, disefiadas con el programa PrimerQuest™. Secuencias de los

pares de cebadores de los genes constitutivos utilizados como control.

Contig23976_at
Contig13064_at
Contig14215_at
Contig775_x_at
Contig4058_s_at
ECA1l

HvPG1
Hv-Actin2
EF-1a

Trigo
TaAffx.3154.1
Ta.9528.1

Ta.303.2
Ta.5024.1
Ta.21342.1
Ta.28319.1
Ta.10047.1
Ta.1839.1
Ta.6411.1
Ta.13785.1
Ta.18801.1
Ta.7773.1
Ta.3749.1
Ta.1852.1
Ta.28834.1
Ta.6832.1
Ta.12817.1
Ta.14561.2
Ta.13696.1
Ta.6184.1
Ta.12025.1
18SrDNA

Ta.1775.1/ Ta.30944.1

TGCATGAAGAAGCACACGGAAC
GGAGTTCGTCGAGAGGTACGA
TCAAGAGGGAGGAGGTGAAG
ATTGCGGTAGTTGTGTCAGC
TTCTGACACCGTGCAAGCAGTT
TCATGCTGTCCGTCATCGGGTTC
GACAGAATGGCGTTCAAGAACGT
GGCTGACGGTGAGGACATCCAG
GGCTGTCAAGGATCTCAAGC

AAGTTTCAGCGTCTTCCTCGCT
TGCTCTCCATCCTCTGTTGC
CGGCAAAGCTGACGAATCTGTT
GCGGAATCGAAGAATTAGCAATGG
AGTAGCACACTCCTGGTCAT
TTCAAGACGGCGTTGTGGTTCT
AACGCCTTCTACCAGGTCCCTT
AGGCAAGATGATGTCGGCTITG
TGCAGGAGGACTTCAACCG
TCTTGGAGAAGGAGCTGAGGTT
GGCTCTGGAACTTCAACAAGGACT
AACACTTGCCCGTCTCATCTGGT
ACCAAAGCTCGTGTGATGAGGA
GGCTACAAGCACACTAACCAGT
ATGAAGGAGACGCAGCAGGA
TCGACTACTCCAAGGACAAGGA
AGCTTCGATTCCTCCGTCTT
AACTGTCAGGTGCATTGGTGTC
TGGGCTTCACTACCTTCACA
AGGATGAGCAGAAGGTGTTGGA
CCATGAAGTGGGTCTTCTGGAT
AGACGAGTAGTAGCACCCACAT
CGGCTACCACATCCAAGGAA

Probe set Forward primer (5—3’) Reverse primer (5—3’)
Cebada

HS17D15r_s_at TGGGCTAAGGCGAACCTGAA TTCTTGGGACACTGACGACGAT
HKO6NO2r_s_at TGACACCAAAGCTCGTGTGATG TCGTTGAGGAAGGCCGAGTT
Contig4506_at AAGTGCTGCTGTTGTGGTCGT TCGGTGCAGGTGTTIGGTGAT
Contig3480_at CCCTGTCTCGCCAACAAGTC GCCACTACCTAGCGGCAGAT
Contig21354_at GCATACGCGCCAGGAAATAG TCGATCGATGGTGCTCCAT
Contig22553_at GCTCAAACGCTCCAACTCGTA ATGGTCCACAACACACAGGT
Contig17489_at AATGCACTGGAGCCCAACAC CGAGCATTGCCACGAACTC
Contig19759_at CACAGAGGGTTACACTGACCTA GCAGCTTCAGCGATCATCATAC
Contig7855_s_at TGCAGCCATCCTGATACTGATGC TTGGTGCAGACGGTGCTGTT
Contig12818_at ACTGTTGCTTCTCGCCGTTT AGCGATCTTCATGCCTTGCT
HAO04g14r_at AATGCCCGACACACATTGCT TAATCCGCGAAGTGGGACCAAA

GCTGCCGCGATTATCTTTAGTGA
AGCCCAGCCTAAACCAAACA
ACAAGCAGTACCCGATGGAT
ACGCTAGAGGAGGAAATGTGT
TGCTTCTCAACGCGGAACATGA
TGCTGGGGTTAGCAACTACTCGC
AGCAAGTTGCCTTCCAGCTTGAT
GCTCATTGTAGAAAGTGTGATGCCAG
AACTATCGCCACCACCAAAC

TCGATGCAGGTGTTGGTGAACT
GGGATGTGGACCTTGAAGAAGT
ACTTCTCTGCCTTCTTTCCGAACC
AAGGTGAACGGGATGTGGTT
AACGTCTTCTTAGGGCTCGT
TGGTTGTAGCAGTCCAGGTTGT
ACGTTGGTGAACTGGCTCGTGTT
GCATGGTATTGCTTCGCGTTCA
TTGTACCCGCCGTAGAGGA
CGTTGTTCAGCGAGGTGGAT
TTTGGGTGAACGTAACCGACCT
ACGTCCTGGTGATGGTGTACGA
TTCGTTGAGGAAGGCCCAGTT
TTGCATGGCACCCTTTGGAA
TGGTGACGTTGACCTGGTTIGT
GGGCCACCTTACTCAATTCTCA
AGGCACCTGCTGATTGAGTT
TCCAGAACTTGGAGGGTGCTAA
AGCACAAAGGACCTCGAACA
AGATGCCGATTCACCGAGTTGT
CTCCTTGGACATCAGTGCAGTT
TGACACACAGAGGAGAGAGACA
TGTCACTACCTCCCCGTGTCA
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3.44.2. PCR-Semicuantitativa

Para la amplificacion de los genes seleccionados se prepard la mezcla de la
reaccion en un volumen final de 18 pl en una cabina de flujo vertical, tal como se

detalla a continuacién (Tabla 8).

Tabla 8: Composicion de la mezcla de la reaccion para PCR-Semicuantitativa.

H,O DEPC 13,66 pl X N° reacciones = u H,ODEPC

Tampon TAQ 10x 2 ul X N° reacciones = ul Tampo6n TAQ

MgCl, (50 mM) 0,34 pl X N° reacciones = ul MgCl,

dNTPs (20 mM) 0,2 ul X N° reacciones = W dNTPs

Mezcla de Cebadores (25 nM) 0,8 ul x N° reacciones = pl Mezcla de Cebadores
TAQ (5 u/pl) 0,2 x N° reacciones = u TAQ

La mezcla de reaccion se centrifug6 a 13.000 rpm durante 10 s y se afiadieron
18 ul a cada tubo que contenia 2 pl de cDNA. Se han utilizado tiras de 8 tubos de 0,2
ml (Thermo-Stripe de ABgene). A continuacion se agreg6 una gota de aceite (Mineral
Oil de Sigma), se mezclé en un vortex y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10 s. Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador DNA Engine Peltier Thermal Cycler
4.0 (Bio Rad) de acuerdo al siguiente programa (Tabla 9).

Tabla 9: Programa de amplificacion para PCR-Semicuantitativa.

1ciclo ............ 94°C 2 min
94°C 1 min

33 Ciclos ..... X°C 1 min
72°C 1 min

1 Ciclo .......... 72°C 10 min

X °C (depende de la temperatura de fusion (Tm) de los cebadores)
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Finalizada la reaccion las muestras se conservaron a 4°C. La comprobacion
del producto de la amplificacion se hizo mediante electroforesis en gel de agarosa
1,5% (MS-12 Conda) en 275 ml de TBE 0,5x. Para ello, se utilizaron 18 pyl de muestra
y 3 ul de tampdon de muestra SB (50% de glicerol, 250 mM EDTA pH 8,0 y 0,01%
bromofenol). La visualizacién del gel se hizo por tincion utilizando 20 yl de SYBR®
Safe DNA Gel Stain de Invitrogen.

En los pocillos del gel se introdujeron 15 pl de muestra. Como marcador de
peso molecular se utilizd el 100 pb DNA Ladder de Invitrogen. La electroforesis se
efectud a 80 V en el equipo E300 de Pharmacia Biotech durante 1 h y 40 min. Para la
visualizacién del producto de amplificacion se utilizé el programa Quantity One 4.6.7
en el trasiluminador de luz ultravioleta del Gel Doc 2000 de Bio Rad.

3.4.5. Amplificacién de genes mediante gRT-PCR (Quantitative Real Time PCR)

El sistema de gRT-PCR se basa en la deteccion y cuantificacion de un
producto mediante fluorescencia (Livak 1995). El incremento de la sefial es
directamente proporcional a la cantidad de producto amplificado en una reaccién de
PCR. Mediante la cantidad de fluorescencia emitida en cada ciclo, es posible
cuantificar un producto durante la fase exponencial, y con ello la cantidad inicial de
muestra analizada (Dorak 2008). Se ha utilizado el fluorocromo SYBR Green que se
une a la estructura secundaria del DNA y por tanto, la cantidad total de fluorescencia
emitida es directamente proporcional a la cantidad de producto amplificado. La linea
de fluorescencia basal o “baseline” representa los ciclos iniciales donde no se
observan cambios en la fluorescencia (Figura 4). El umbral o “threshold” es el nivel de
fluorescencia que se sitla en la zona de amplificacion exponencial de la reaccién de
PCR. Esto permite determinar el valor C; (Ciclo umbral o “threshold cycle”), que es el
ciclo de la PCR en que la curva de amplificacion corta el umbral, este valor es
inversamente proporcional a la cantidad inicial de producto o moléculas molde (Dorak
2008).
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AR,

Figura 4: Curva de amplificacion de la qRT-PCR. Threshold (umbral), Baseline (linea de
fluorescencia basal), No Template (control sin cDNA), Sample (muestra), ARn (diferencia
de fluorescencia), CT (ciclo umbral). Fuente: Applied Biosystems.

3.4.5.1. Disefio de cebadores para qRT-PCR

Para la identificacién de genes asociados al efecto inductor de los ovarios en
cultivo de anteras de trigo se partié de las secuencias de cDNA correspondientes a los
genes a estudiar contenidas en el programa HarvEST Wheat v. 1.59. Se disefiaron los
cebadores para gRT-PCR mediante el programa Primer Express® Software v. 3.0, el
cual utiliza una aplicacién especifica para ensayos de cuantificaciéon absoluta y relativa

de expresion génica, y discriminacién alélica.

Para el disefio de los cebadores, se tuvo en cuenta los siguientes criterios

bésicos:

a. La longitud 6ptima del amplicon debe estar entre 50-150 pb.

b. La longitud de los cebadores debe ser de 13-25 bp.

C. La Tm (temperatura de fusion) debe estar entre 68-70°C.

d. El contenido de GC debe estar entre 30-80 %.

e. La terminacion 5' no puede tener el nucleétido G, ya que podria disminuir o

anular la fluorescencia.

52



Tabla 10: Secuencias de los pares de cebadores para qRT-PCR, de cebada tomados
de Seiler y col. (2011), Moreno-Risueno y col. (2008) y Kumar (2010), y de los
cebadores disefiados en trigo con el programa Primer Express® Software v. 3.0.

Probe set Forward primer (5—3’) Reverse primer (5 —3’)

Cebada

ZEP2 CTTCCTGGCTCGTCGGTTCGTC GCTGGGAGTGGAGGGCGTGTAA
AO5a CAGGGCGGCCAGGAAGGAAT GCGGCGGCAGAGGAGAGG
ABA8'OH-1 AGCACGGACCGTCAAAGTC TGAGAATGCCTACGTAGTG

BG3 CAGCGCCGATGAGTCCAGAAT GCACGAGGTCCAATAGGCACAC
ABIl1b GCACGTCGGCAAATCCAGCAGT TTTCCTCCGGGGTTTCAAGTCG
ABI5 GCAAGCAGGCTTATACAATGG TCACCAGGGCCCGGTCAG

FCA AGGCTCAAACAATTCCATCTA TCAACTTTTCCAAGAACGCTCT
VP1 TCTCGATCCCCATTGAGGAC CTTTACATCGGAGTAGAGCAC
FUS3 TCTTTGTTTCCCAACCCGAA AAGGCTTGGTGACTCCGAACT
B-TUBULIN CAAGGAGGTGGACGAGCAGATG GACTTGACGTTGTTGGGGATCCA
Trigo

Ta.1839.1 GTCAGCGATCGCGATTAGC TCTTCCGAATCCTTCCTCCAT
Ta.9528.1 TGCTCTCCATCCTCTGTTGC GGGATGTGGACCTTGAAGAAGT
Ta.14561.2 TGTCTGAGCAGGGCATACATG TGCCGGAGCTTTGACAACA
Ta.13696.1 AGGATGAGCAGAAGGTGTTGGA AGATGCCGATTCACCGAGTTGT
Ta27771 CAAGGAGTACCGTGACAC GCGGGAACTTGATCTTCG

Para los genes de cebada implicados en sintesis (AO5a y ZEP2), degradacion
(ABA8'OH y BG3) y sefalizacion de ABA (ABIlb, ABI5 y FCA) se tomaron los
cebadores descritos por Seiler y col. (2011); para los genes de sefializacion por ABA:
VP1 se tomaron los cebadores descritos por Kumar (2010) y FUS3 los cebadores
descritos por Moreno-Risueno y col. (2008). Los cebadores disefiados fueron
sintetizados por Invitrogen (Tabla 10). Se prepar6 una soluciéon stock de 200 uM y una

dilucién final de 3 uM.

3.4.5.2. gRT-PCR (Quantitative Real Time PCR)

El andlisis de gRT-PCR se llevé a cabo en un termociclador de PCR 7500 Fast
Real-Time PCR System de Applied Biosystems utilizando el sistema Fast SYBR®
Green Master Mix de Applied Biosystems y Rox Reference Dye de Invitrogen de

acuerdo con los protocolos de cada casa comercial.
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Antes de iniciar las reacciones de qRT-PCR fue necesario comprobar la
validez de los cebadores segun dos parametros: formacién de "Primer Dimers” y

eficiencia en la amplificacion.

a. “‘Primer Dimer”: Se define como “Primer Dimer” a la existencia de

complementariedad de bases entre las secuencias de los cebadores, dando como
resultado una reduccion en la eficiencia de la amplificacién debido a una incorrecta

cuantificacién de los productos de PCR.

Para determinar si los cebadores disefiados no formaban “Primer Dimer”, se
realizo un control para cada pareja de cebadores a una concentracién de 150 nM cada
uno (Paolacci y col. 2009). Se preparé la mezcla de la reaccién en un volumen final de
20 pl, tal como se detalla a continuacion (Tabla 11).

Tabla 11: Composicion de la mezcla de la reaccion para “Primer Dimer”.

Fast SYBR® Green Master Mix 10 pl x N° reacciones = pl Fast SYBR® Green Master Mix
Cebador Forward 1 pl (150 nM) x N° reacciones = pl Cebador Forward

Cebador Rewerse 1 pl (150 nM) x N° reacciones = pl Cebador Rewverse

Rox 50x 0,4 X N° reacciones = ul Rox

H,O Milli Q. 7,6 X N° reacciones = M H,O

Las caracteristicas y casa comercial de cada reactivo son: el kit “Fast SYBR®
Green Master Mix” de Applied Biosystems, Rox (50x) Reference Dye de Invitrogen.
Rox es un colorante que normaliza la sefial de fluorescencia en gRT-PCR sin
modificar los parametros durante el proceso de analisis. Se utilizd Rox para reducir la
desviacion entre replicas, debido a posibles diferencias en el momento de la

preparacion de la reaccion.

b. Calculo de eficiencias. Se determino la eficiencia (E) de los pares de

cebadores con la finalidad de estudiar su estabilidad a diferentes concentraciones de

las muestras. Para ello se analizaron series de diluciones de las muestras a 1:1, 1:2,
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1:4 y 1:6. En cebada las muestras utilizadas fueron anteras de 6 dias de cultivo (6dc)
de la linea DH6148, y anteras de 4 y 8 dias de cultivo (4dc y 8dc) de la linea DH6183.
En trigo se utilizaron las muestras de ovarios jévenes frescos (0dc), ovarios maduros
de Pavon a los 5 y 20 dias de cultivo (5dc y 20dc), ovarios jovenes frescos (0dc), y
ovarios maduros de 10 dias de cultivo (10dc) del cultivar Caramba. Para el calculo de

la eficiencia se aplico la siguiente formula (Paolacci y col. 2009).
E=(10"Y™-1)x100
m es la pendiente del modelo de regresion lineal sobre el logaritmo
transformado de las diluciones de cDNA versus el valor C;+ de acuerdo con la
siguiente ecuacion linear:

y=m*log(x)+b

Se consideraron validas aquellas parejas de cebadores cuya eficiencia estuvo
entre el 90 y el 100%.

3.4.5.2.1. Condiciones de la qRT-PCR

a. Seleccion de genes control (House Keeping o genes constitutivos): Con la

finalidad de seleccionar el gen control mas estable entre las distintas repeticiones, se
analizaron varios genes constitutivos descritos en la bibliografia. Se realizé un analisis
de “Primer Dimer” y se calcularon las eficiencias como se detalla en el apartado 3.4.5.2

ayb.

Para cebada las secuencias de los cebadores de los genes GAPDH
(GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA), B-TUBULIN, 18SrDNA vy
ELF1A se tomaron de Jarosova y Kundu (2010), para el gen BL-GAPDH se utilizaron
los cebadores de Burton y col. (2008) y para el gen ACTINA se utilizaron los
cebadores de Kapazoglou y col. (2010) (Tabla 12).
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Tabla 12: Secuencias de los pares de cebadores control para gRT-PCR de cebada.

Gen control Forward primer (5 —3’) Reverse primer (5 —3’)

GAPDH TGTCCATGCCATGACTGCAA CCAGTGCTGCTTGGAATGATG
B-TUBULIN CAAGGAGGTGGACGAGCAGATG GACTTGACGTTGTTGGGGATCCA
18SrDNA GTGACGGGTGACGGAGAATT GACACTAATGCGCCCGGTAT

ELF1A CAGTGCTGGACTGCCACA CTCCACCACCATGGGCTT

BL-GAPDH GTGAGGCTGGTGCTGATTACG TGGTGCAGCTAGCATTTGAGAC
ACTINA ATGGCTGACGGTGAGGACATCCAGCC TCAGAAGCACTTCCTGTGGACGATCGC

Para trigo, las secuencias de los genes Ta2291, Ta2776 y Ta27771 se
tomaron de Paolacci y col. (2009) y el gen EF-71a se tomé de Soriano (2008) (Tabla
13).

Tabla 13: Secuencias de los pares de cebadores control para qRT-PCR de trigo.

Gen control Forward primer (5 —3’) Reverse primer (5 —3’)

Ta2291 CGTCTCCAACAACATTGCCAAC GCTTCTGCCTGTCACATACGC

Ta2776 CGATTCAGAGCAGCGTATIGTTG AGTTGGTCGGTCTCTTCTAAATG
Ta27771 CAAGGAGTACCGTGACAC GCGGGAACTTGATCTTCG

EF-1a TTCACTCTTGGAGTGAAGCAGATG CATAACGCGCCTTTGAGTACTTG

b. Validacion de muestras y andlisis de qRT-PCR. Se realizaron reacciones de

gRT-PCR para validar las muestras a emplear utilizando 1 pl de RNA original en lugar
de cDNA, con la finalidad de detectar posible contaminacién de DNA gendémico en las
muestras. Se utilizaron tres réplicas bioldgicas de cada uno de los estadios del cultivo

de anteras en estudio y dos réplicas técnicas de cada réplica bioldgica.

El volumen final de cada reaccién fue de 20 ul. Se prepard la mezcla de la

reaccion en una cabina de flujo vertical, tal como se detalla a continuacion (Tabla 14).
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Tabla 14: Composicion de la mezcla de la reaccion para gRT-PCR.

Fast SYBR® Green Master Mix 10 pl X N° reacciones
Rox 50x 0,4 pl X N° reacciones
H,O Milli Q. 6,6 pl X N° reacciones

u Fast SYBR® Green Master Mix
pl Rox
ul H,O

La mezcla de reaccion se centrifugd a 13.000 rpm en una microcentrifuga
durante 10 s. Se utilizaron placas de 96 pocillos (FrameStar 96 Semi Skirted with
upstand de 4titude). A cada uno de los pocillos se afiadié 1 ul de cada cebador a una
concentracion de 150 nM, 1 pl de cDNA de las diluciones 1:5 de cada muestra a
analizar y 17 pl de la mezcla de la reaccion. La placa se cubrid con una lamina
adhesiva (QPCR Adhesive Clear Seals 4titude). Esta misma mezcla se utilizé para la

validacion de las muestras.

Las condiciones de amplificacion fueron: 10 min a 95°C para la
desnaturalizacion, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95°C para la amplificacion, 1 min a
60°C para la elongacién, y seguido de un programa para la curva de melting o curva
de la temperatura de fusion de 60-95°C, la cual es especifica para cada fragmento
amplificado, cuya forma se relaciona con la cantidad de GC o tamafio de los
amplicones vy sirve para identificar fragmentos amplificados de DNA concretos. Los
datos de fluorescencia fueron adquiridos durante la elongacién a 60°C y durante el

programa de la curva de melting (Figura 5).

Para determinar la cuantificacién relativa en la expresion génica de las
muestras a analizar, se utilizé el método 2”4°T (Livak y Schmittgen 2001). Los valores
de CT obtenidos para cada gen en cada punto se corrigieron respecto a los valores

obtenidos para la expresion del gen control.

5-(CTMUESTRA-CTCONTROL) tiempox-(CTMUESTRA-CTCONTROL) tiempo0
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Figura 5: Programa de amplificacion de la gRT-PCR.

3.5. Herramientas bioinformaticas

A lo largo del trabajo se han ido utlizando distintas herramientas

bioinformaticas, todas ellas de acceso libre, que se detallan a continuacion.

3.5.1. Programas asociados a bases de datos

a. HarvEST Barley v. 1.74

(http://harvest.ucr.edu/)

HarvEST Barley es un programa asociado a una base de datos de 444.652
ESTs (“Expressed Sequence Tags”) y aproximadamente otras 1.100 secuencias de
cebada. Fue desarrollado en la Universidad de California-Riverside por los
investigadores Steve Wanamaker y Timothy Close. Este programa esta concebido
como una herramienta para la genémica comparativa asociado al “microarray” de

cebada “Barley1 GeneChip” de Affymetrix, facilitando entre otras, la busqueda de
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homologias, disefio de cebadores, determinacion de funcionalidad de genes, disefio

de SNPs, disefio de genotipados y disefio de mapas genéticos.

En este trabajo, este programa nos ha facilitado la busqueda de secuencias
consenso y la asociacién de las sondas del “Barley1 GeneChip” con genes homologos
a través de hipervinculos con BLASTX, considerando la mejor asociacion de distintas
bases de datos tales como: UniProt (general), arroz (“Rice Genome Annotation Project
Database and Resource”, MSU), Arabidopsis (“‘Arabidopsis Information Resource”,
TAIR) y Brachypodium (Phytozome Bradi 1).

b. HarvEST Wheat v. 1.59

(http://harvest.ucr.edu/)

HarvEST Wheat es un programa asociado a una base de datos de 101.107
ESTs y aproximadamente 91.130 secuencias de trigo, asociado a “Affymetrix Wheat
chip”. También fue desarrollado en la Universidad de California-Riverside por los
investigadores Steve Wanamaker y Timothy Close. Al igual que en cebada, es un
programa que sirve de herramienta para la gendmica funcional comparada, y facilita la
busqueda de homologias, disefio de cebadores y SNPs y determinacion de
funcionalidad.

En este trabajo se utilizé para la blusqueda de secuencias, y busqueda de las
homologias mediante hipervinculos con BLASTX, y distintas bases de datos tales
como: UniProt (general), arroz (“Rice Genome Annotation Project Database and
Resource”, MSU), Arabidopsis (“Arabidopsis Information Resource”, TAIR) vy
Brachypodium (Phytozome Bradi 1).
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C. blastx-NCBI (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blastx&BLAST PROGRAM
S=blastx&PAGE TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0n&LINK LOC=bla

sthome)

BlastX (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa desarrollado por
NCBI (“National Center for Biotechnology Information, USA”) que usa como entrada
una secuencia de nucledtidos, traduce la secuencia en sus seis posibles marcos de
lectura (tres marcos de lectura por hebra) y compara estas secuencias traducidas con
una base de datos de proteinas contenidas en BLAST, permitiendo la busqueda de

homologias de una secuencia nucleotidica a través de su traduccioén a proteina.
Esta herramienta se utiliz6 para determinar las homologias en trigo de las

secuencias de los genes seleccionados en cebada, para el posterior disefio de
cebadores.

d cerealsDB

(http://www.cerealsdb.uk.net/database.htm)

CerealsDB es una base de datos que contiene datos gendémicos de trigo
(Triticum aestivum). Actualmente incluye més de 100.000 SNP, marcadores DAIT y
secuencias EST, facilitando la seleccion asistida por marcadores (Wilkinson y col.
2012). Esta base de datos fue desarrollada por el grupo de gendmica funcional de la
Universidad de Bristol (UK), en la que se aunan datos procedentes de 35 librerias de
cDNA relacionadas con diferentes estados de desarrollo del grano y varios

tratamientos de estrés en trigo.

En esta tesis se utiliz6 para identificar las secuencias homoélogas en trigo de

los genes seleccionados en cebada, para el posterior disefio de cebadores.
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e. Fasta- EMBL-EBI (Nucleotide Similarity Search)

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/nucleotide.html)

Programa desarrollado por el EBI (“European Bioinformatics Institute”) del
EMBL (“European Molecular Biology Laboratory”). Permite identificar secuencias
nucleotidicas homologas en la base de datos “EMBL-Bank” (“EMBL Nucleotide
Sequence Database”) desarrollada en colaboracion con GenBank (USA) y la “DNA
Database” de Japon (DDBJ).

Este programa permite realizar comparaciones nucleotidicas o de proteinas
mediante la bisqueda éptima de alineaciones locales. Este programa se utilizé para
identificar las secuencias homologas en trigo de los genes seleccionados en cebada y
para el posterior disefio de cebadores.

f. FunCatDB (MIPS Functional Catalogue)

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/search _main frame.html)

Este programa, desarrollado por el Instituto de Bioinformatica del “Munich
Information Center for Protein Sequences” (MIPS), constituye una herramienta para la
anotacion de informacion de gendmica funcional. Incluye aplicaciones como anotacion
manual del genoma y andlisis de datos a gran escala del transcriptoma y proteoma
(Ruepp y col. 2004). Dentro del programa se utilizé6 una herramienta de basqueda que

permite establecer una distribucion funcional por categorias de un listado de genes.
Este programa se utilizé para la clasificacion funcional de los genes

seleccionados en cebada, basandonos en las homologias de secuencia en

Arabidopsis thaliana.

61


http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/search_main_frame.html
http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/search_main_frame.html

g PLEXdb (Plant Expression Database)

(http://www.plexdb.org/)

PLEXdb es un programa asociado a una base de datos de expresion de genes,
gue permite integrar datos de un perfil de expresion con datos de gendmica funcional
estructural y datos fenotipicos (Dash y col. 2011), y constituye una herramienta para

estudios comparativos de gendémica funcional (Wise y col. 2007).

En este trabajo se utilizd para estudiar los datos de expresion de los genes
seleccionados en cebada, en el experimento BB3 “Transcription patterns during barley
development”. En este experimento se estudiaron los niveles de expresion de todos
los genes del “Barley1l GeneChip” en tejidos de cebada representativos de distintas
fases de desarrollo vegetativo y reproductivo en los cv. Morex y Golden Promise
(Druka y col. 2006). También se utilizé para estudiar los datos de expresion de los
genes seleccionados de trigo en el experimento TA3 (“Transcription patterns during
wheat development (Mirrors BB3)”). En este experimento se estudiaron los niveles de
expresion de todos los genes del “Wheat GeneChip” a lo largo del desarrollo de trigo

del cv. Chinese Spring (Schreiber y col. 2009).

3.5.2. Programas de andlisis de datos genémicos

a. MeV v. 4.5 (MULTIEXPERIMENT VIEWER)

(http://www.tm4.org/mev/)

MeV fue desarrollado por Saeed y col. (2003), como una aplicaciéon para el
andlisis de datos genOmicos. Es una herramienta que incorpora algoritmos
sofisticados para andlisis de clusteres, visualizacion, clasificacion y andlisis
estadisticos, y permite el andlisis de expresion de uno o mdltiples experimentos y la

representacion grafica de los mismos.
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El programa nos ha permitido agrupar genes por su patron de expresion
mediante andlisis de clusteres utilizando el algoritmo K-means (MacQueen 1967). El
algoritmo k-means tiene como objetivo minimizar la disimilaridad de los elementos
dentro de cada cluster, al mismo tiempo que se maximiza la disimilaridad de los
elementos que caen en diferentes cllsteres. Tres factores hay que tener en cuenta: 1)
definir el nimero de cllsteres (variable segun el analisis); 2) seleccionar el criterio
para medir distancias (distancias euclideas); 3) definir el criterio para determinar el

grado de pertenencia a cada grupo (“Complete linkage”).
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4.1. Caracterizacion de la respuesta al cultivo de anteras en cebada

En este trabajo se han utilizado tres lineas doble haploides (DHs) de cebada: la
linea DH6148 se selecciond para realizar los analisis de transcriptdmica por su alta
capacidad embriogénica, las lineas DH6183 y DH6004 se seleccionaron para asociar
expresion génica y respuesta embriogénica, dada la baja eficiencia de produccion de
embriones y de plantas verdes de la linea DH6183 y la baja capacidad de division de
la linea DH6004, en comparacion con la linea DH6148. Estas tres lineas, casi
isogénicas, habian sido obtenidas y caracterizadas en cuanto a su respuesta final al
cultivo de anteras previamente en el grupo de trabajo (Mufioz-Amatriain y col. 2008 y
Mufioz-Amatriain y col. 2009b).

Para asegurar que los materiales de partida al recoger las muestras para el
analisis de expresion génica estaban en buenas condiciones, es decir, presentaban
respuestas al cultivo de anteras similares a las obtenidas previamente, se llevo a cabo
la caracterizacion de la respuesta al cultivo de anteras de dichos materiales (Tabla 15
y Figura 6). Se pudo observar que las lineas DH6148 y DH6183 mostraban un numero
elevado de anteras que responden, es decir que se hinchan y adquieren un color
translucido o amarillo claro, y de divisiones por 100 anteras (2165,8 y 2646,6,
respectivamente, Figura 6a y d), mientras que en la linea DH6004 sélo respondieron la

mitad de las anteras y se obtuvieron 380 divisiones por 100 anteras (Tabla 15 y Figura
69).

La linea DH6148 produjo un namero de embriones por 100 anteras (444,7)
casi tres veces superior a la linea DH6183 (158,7), siendo la linea DH6004 la que
produjo el menor nimero de embriones por 100 anteras (81,4) (Tabla 15y Figura 6b, e
y h). Los porcentajes de regeneracion de la linea DH6148 fueron del 85,3% lo que
indica que los embriones eran de muy buena calidad, presentando un eje embrionario
bien diferenciado (Figura 6b). La linea DH6183 dio lugar a embriones de mala calidad,
con ejes embrionarios no bien diferenciados, y a un elevado numero de proliferaciones

de tipo callo (Figura 6e), presentando un porcentaje de regeneracion del 33,6%.
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Tabla 15: Respuesta al cultivo de anteras de las lineas DH6148, DH6183 y DH6004

de cebada.
Plantas* .
Cultivar regnct)irda:n* Divisiones* Embrionest —mM8M8M8M8 Regen;racmn Plantai/verdes
P Verdes Albinas ° °
r r r r r r r
DH6148 87,5 2165,8 444.7 363,3 15,8 85,3 95,8
r r r r r r r
DH6183 81,6 2646,6 158,7 6,6 46,6 33,6 12,4
DH6004 45,8 380 81,4 50,7 5 68,4 93,6

*Valores por 100 anteras

DH6148

DH6183

DH6004

17 dias cultivo 28 dias cultivo 55 dias cultivo

Figura 6: Respuesta al cultivo de anteras de las lineas DH6148, DH6183 y DH6004 de
cebada. a, d y g) Estructuras y embriones a los 17 dias de cultivo. b, e y h) Estructuras y
embriones a los 28 dias de cultivo. ¢, f e i) Pldntulas verdes y albinas a los 55 dias de
cultivo.
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En la linea DH6004 el porcentaje de regeneracion fue de 68.4%, lo que indica
gue en general los embriones fueron de buena calidad (Figura 6h). Ademas, las lineas
DH6148 y DH6004 presentaron un porcentaje de plantas verdes cercano al 100%
(Figura 6¢ e i), mientras que sélo el 12% de las plantas regeneradas en la linea
DH6183 fueron verdes (Figura 6f).

4.1.1. Caracterizacion morfolégica de las fases tempranas de la embriogénesis de la
microspora en cebada

41.11. Estudios citolégicos del cultivo de anteras

Se realiz6 un estudio citolégico de las fases tempranas del cultivo de anteras
para poder caracterizar con detalle las estructuras presentes en el cultivo en los

puntos que posteriormente se tomarian para los estudios de expresién génica.

Se tomaron anteras a los 4 dias de induccién por estrés (4di) y alos 4, 8y 12
dias de cultivo (4dc, 8dc y 12dc) (Figura 7), de las lineas DH6148 y DH6183 que eran
las que presentaban mayores diferencias morfolégicas. Después del tratamiento de
estrés (4di), en ambas lineas, las microsporas se distribuyeron al azar dentro del
l6culo de la antera, y se observé que el tapetum estaba degradado (Figura 7a y e).
Después de 4 dias de cultivo (4dc) muchas microsporas, especialmente en la linea
DH6148, aumentaron de tamafo presentando un citoplasma denso, y en algunas de
ellas se observaban las primeras divisiones (Figura 7b y f). A los 8 dias de cultivo (8dc)
se observaron estructuras multicelulares, especialmente en la linea DH6148 (Figura 7c
y g). A los 12 dias de cultivo (12dc) se pudo observar que algunas estructuras ya
habian roto la exina. En la linea DH6148 estas estructuras estaban formadas por
células redondeadas con el citoplasma denso con un aspecto claramente
embriogénico, mientras que en la linea DH6183 algunas estaban formadas por células
grandes con el citoplasma laxo, presentado caracteristicas de estructuras de tipo callo
(Figura 7d y h).
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DH6148

4di

8dc

12dc

Figura 7: Caracterizacion citolégica de las anteras en las fases iniciales de cultivo de
anteras de las lineas DH6148 y DH6183 de cebada. Cortes semifinos de 1 um tefiidos con
azul de toluidina. a 'y e) Microsporas en el interior de las anteras a los 4 dias de induccion
por estrés (4di). b y f) Microsporas en el interior de las anteras a los 4 dias de cultivo
(4dc). c y g) Estructuras en el interior de las anteras a los 8 dias de cultivo (8dc). d y h)
Estructuras embriogénicas (flecha) y proliferaciones de tipo callo (asterisco) en el interior
de las anteras a los 12 dias de cultivo (12dc). Las barras corresponden a 50 um.



4.1.1.2. Estudio /n vivo del cultivo de microsporas aisladas

Para hacer un seguimiento méas continuo y detallado del desarrollo
embriogénico de las microsporas, se realizd6 una caracterizacion morfologica in vivo
en cultivo de microsporas aisladas en las lineas DH6148 y DH6183. Se caracterizaron
las microsporas a los 4 dias de induccion por estrés (4diyy alos, 1, 2, 4,6, 8, 12y 16
dias del cultivo de microsporas aisladas (1dc, 2dc, 4dc, 6dc 8dc, 12dc y 16dc) (Figura
8). Después del tratamiento de estrés (4di) (Figura 8a e i), se observo que tanto en
DH6148 como en DH6183 en la mayoria de las microsporas la vacuola ocupaba gran
parte de la superficie de la microspora y el nlcleo se encontraba en el extremo
opuesto del poro. Sélo en muy pocas microsporas se observé que la vacuola se habia
reducido, el nucleo habia pasado a ocupar la posicién central, observandose hilos del
citoplasma atravesando la vacuola dandole un aspecto estrellado (“star like”),
estructura descrita como indicadora de la adquisicion del potencial embriogénico.
Estas estructuras se observaban en mayor nimero en la linea DH6148 (Figura 8a e i).

Después de un dia de cultivo (1dc) la mayoria de las microsporas habian
aumentado su tamafio, y se observé un mayor numero de microsporas en las que la
vacuola empezaba a revertir, y como consecuencia el nacleo se habia desplazado
hacia el centro de la microspora (Figura 8b y j). A los 2 dias de cultivo (2dc) en algunas
microsporas se observa un citoplasma mas denso y en muchas la primera division. Ya
se distinguen las microsporas que no han inducido, por su menor tamafio y por su
morfologia semejante a la mayoria de las microsporas en 4di (Figura 8c y k). También
se aprecian diferencias entre lineas, en la linea DH6183 se observan menos
microsporas y presentan un citoplasma mas denso que la linea DH6148. A los 4 dias
de cultivo (4dc) se podian observar microsporas con varias divisiones caracterizadas
por presentar un citoplasma denso (Figura 8d y I). A los 6 dias de cultivo (6dc) se
observaban microsporas de gran tamafio, en las que ya se habian producido muchas
divisiones (Figura 8e y m). A los 8 dias de cultivo (8dc) algunas microsporas habian
roto la exina en ambas lineas. En este punto se observaron diferencias entre lineas,

fundamentalmente en el nimero de estructuras multicelulares (Figura 8f y n).
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Figura 8: Caracterizacion morfoldgica del cultivo de microsporas aisladas de las lineas
DH6148 y DH6183 de cebada. a, i) Microsporas a los 4 dias de induccion por estrés con
aspecto estrellado “star like” en DH6148 (flecha) y microsporas vacuoladas en DH6183
(asterisco). b y j) Microsporas a 1 dia de cultivo. c y k) Microsporas a los 2 dias de cultivo
con aspecto estrellado (flecha) y microsporas muertas (asterisco). d y ) Microsporas a los
4 dias de cultivo presentado divisiones (flecha). e y m) Microsporas con divisiones (flecha)
a los 6 dias de cultivo. f y n) Microsporas y estructuras a los 8 dias de cultivo, en algunas
se observa la rotura de la exina (flecha). g y o) Estructuras embriogénicas en estado
globular en DH6148 (flecha) y estructuras tipo callo en DH6183 (asterisco) a los 12 dias
de cultivo. h y p) Embriones (flecha) y proliferaciones de tipo callo (asterisco) a los 16 dias
de cultivo. Barras corresponden a 50 um.

A los 12 dias de cultivo (12dc) se pudieron diferenciar claramente distintos
tipos de estructuras en las dos lineas. En la linea DH6148 se observaron
mayoritariamente estructuras embriogénicas, en estado globular caracterizadas por
tener células redondeadas, pequefias y con citoplasma denso (Figura 8g). En la linea
DH6183 se apreciaron un menor nimero de estructuras embriogénicas, predominando
las proliferaciones tipo callo, caracterizadas por tener células grandes no redondeadas

y citoplasma laxo (Figura 80).

Finalmente a los 16 dias de cultivo (16dc) se observaron claramente las
diferencias entre lineas. En la linea DH6148 algunos embriones ya habian empezado
a diferenciarse pudiendo apreciarse la zona que daréd lugar a la raiz y la que dara lugar
al coleoptilo (Figura 8h). Sin embargo en la linea DH6183 muy pocas estructuras

tenian forma de embrion, siendo la mayoria de ellas de tipo callo (Figura 8p).

4.2. Identificacion de genes que se inducen en la embriogénesis de la microspora
en cebada

4.2.1. Caracterizacion y clasificacion funcional de los genes identificados en un
estudio de transcriptémica

Para la identificacion de genes implicados en el inicio del patrén de desarrollo

embriogénico de la microspora se disponia de los datos provenientes de un estudio de
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transcriptomica en el que se usé el 22K “Barley1 GeneChip” (Affymetrix). Este “chip”
fue desarrollado por Close y col. (2004) e incluye 22.840 pares de sondas (“probe
sets”) derivadas de 350.000 ESTs provenientes de 84 librerias de cDNA, y 1.145
secuencias génicas de cebada de la base de datos NCBI (“National Center for
Biotechnology Information, USA”). En dicho estudio se habian comparado, en dos
replicas bioldgicas, los valores de expresion de los genes en muestras de anteras
antes de la induccién por estrés (0di), después de 4 dias de induccion por estrés (4di),
y después de 4 y 8 dias de cultivo de anteras (4dc y 8dc) de la linea DH6148 de
cebada. Mediante un ANOVA se habian seleccionado 11.454 genes que presentaban

expresion diferencial cuando se comparaban dos puntos del andlisis entre si.

A partir de ese andlisis inicial, en este trabajo, se utilizaron una serie de
criterios que nos permitieron seleccionar aquellos genes que se inducian de novo al
iniciarse el desarrollo embriogénico de la microspora. Inicialmente, se adopté un
criterio de filtrado de los datos con el que se eliminaron todos aquellos genes que
presentaban una diferencia de expresion, entre dos puntos, menor de 5.0 (fold change
< 5.0). Mediante este filtrado se seleccionaron 7.578 genes (Tabla 16), de los cuales la
mayor parte (4.140 genes) cambiaban su expresion entre 0di y 4di (fase de induccion
por estrés), 3.074 genes entre 4di y 4dc (primeras divisiones de la microspora) y 364
genes entre 4dc y 8dc (formacion de estructuras multicelulares y rotura de la exina).
Durante la fase de induccion por estrés el nUmero de genes que disminuyeron su

expresion (2.688) fue mucho mayor que los que aumentaron (1.452) (Tabla 16).

Tabla 16: Numero de genes con expresion diferencial entre las anteras antes de la
induccion por estrés (0di), después de 4 dias de induccion por estrés (4di), y después
de 4y 8 dias de cultivo de anteras (4dc y 8dc).

N° de Genes N° de Genes
Comparaciones que que Total de Genes
Aumentan Disminuyen
4di vs. Odi 1.452 2.688 4,140
4dc vs. 4di 1.797 1.277 3.074
8dc vs. 4dc 252 112 364
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Sin embargo, durante la fase de cultivo fue mayor el nUmero de genes que
aumentaron su expresion que los que disminuyeron, siendo de 1.797 y 1.277 genes,
respectivamente al iniciar la fase de cultivo (4dc vs. 4di), y de 252 y 112 genes en la

fase mas avanzada (8dc vs. 4dc).

Mediante el programa HarvEST Barley v. 1.74, y a través de hipervinculos con
el programa “blastx”, se pudieron establecer homologias entre las secuencias de los
7.578 genes seleccionados después del filtrado y las secuencias de genes incluidos en
las bases de datos de proteinas de UniProt (general), MSU (arroz), y TAIR
(Arabidopsis). El criterio de similitud de secuencia fue de 8, en una escalade 1 a 11.

A partir de las homologias de secuencia establecidas con la base de datos de
Arabidopsis, se realiz6 la clasificacion funcional del 84.7% de los 7.578 genes
mediante el programa FunCatDB del MIPS (“Munich Information Center for Protein

Sequences Arabidopsis thaliana Database”).

Esta clasificacién nos mostré que mas del 30 % de los genes que cambiaron su
expresion en las primeras fases de la embriogénesis de la microspora correspondian a
la categoria funcional “Metabolismo”, mas del 15 % a “Transporte celular” y mas del
10% a “Respuesta a estrés” (Figura 9). Asi mismo, se observd que habia cuatro
categorias funcionales (“Energia”, “Ciclo celular”, “Transcripcion” y “Componentes

celulares”) que constituian cerca del 10% de los cambios.

En las distintas categorias funcionales, se observaron diferencias en el nimero
de genes entre las fases. En la fase de 4di vs. 0di Gnicamente destacaba por presentar
el mayor nUmero de genes que aumentan y disminuyen su expresion en la categoria
de “Metabolismo”. La fase de 4dc vs. 4di destacaba por tener el mayor nimero de
genes que aumentan su expresidbn en las categorias de “Ciclo celular’ y
“Transcripcién”, mientras que en las categorias de “Transporte celular” y “Respuesta a
estrés” destacaron por el mayor nimero de genes que disminuian su expresién. La
fase de 8dc vs. 4dc destaco por presentar el mayor nimero de genes que aumentaban

su expresion, entre las distintas fases, en las categorias “Componentes celulares” y
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“Diferenciacion celular”, y el mayor numero de genes que disminuian su expresion en

las categorias funcionales “Energia”, “Proteinas de reserva” y “Regulacién del
metabolismo”.

30,0

o4divs. 0di - Aumentan
250

m4divs. 0di - Disminuyen

04dcvs. 4di - Aumentan

%

20,0

04dcvs. 4di- Disminuyen
15.0

m8dcvs. 4dc - Aumentan

m8dcvs. 4dc - Disminuyen

Figura 9: Distribucion en categorias funcionales mediante el programa FunCatDB del
MIPS (“Munich Information Center for Protein Sequences”) de los genes que tienen

homologia con Arabidopsis y cambiaron su expresion en las primeras fases de la
embriogénesis de la microspora.

4.2.2. Seleccion de genes que se inducen de novo al iniciarse el desarrollo
embriogénico de la microspora en cebada

Para la seleccién se tomaron inicialmente los 1.797 genes que aumentaban su
expresion entre las fases 4dc y 4di (Tabla 16). El perfil de expresiéon de los genes
seleccionados a lo largo de las fases iniciales del cultivo de anteras se determiné
utilizando los valores de “fold change” obtenidos en el experimento de transcriptémica
y normalizados mediante la transformacion log, (Figura 10). Se pudieron observar
distintos patrones en los perfiles de expresion, asi a 0di la proporcion de genes con
niveles de expresion altos y bajos fue muy similar, mientras que en 4di la mayoria de

los genes presentaron niveles de expresion bajos 6 muy bajos. Como era de esperar
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la expresion de los genes aumentaba a los 4dc, aunque en muy diferente proporcion.

A los 8dc la mayoria de los genes tenian niveles de expresién similares a 4dc.

1797 Genes

odi 4di 4dc 8dc

Figura 10: Perfil de expresion de los 1.797 genes que aumentaban su expresion al inicio
del desarrollo embriogénico de la microspora (4dc vs. 4di). Los valores corresponden a los
datos de “fold change” normalizados (log,). Los limites de la escala de color,
correspondientes a valores de expresion, van del rojo (+ 10) al negro (-10).

Para agrupar los genes segun sus perfiles de expresion se realiz6 un analisis
de clusteres mediante el programa MeV (MULTIEXPERIMENT VIEWER v. 4.5) y el
algoritmo “K-means” con los valores normalizados (log,) de “fold change” de cada uno

de los genes, y en cada punto (Figura 11 y Tabla 26 del apartado de Anexos).

Se identificaron trece clUsteres que agrupaban genes con perfiles de expresion
similares. Ocho clusteres correspondian a patrones en los que si bien la expresion de
los genes aumentaba a los 4dc vs. 4di, los niveles de expresion en 4dc eran similares
o inferiores a los niveles en 0di (clusteres 1, 2, 8, 10y 12), y o ligeramente superiores

(clusteres 5, 9 y 11). El cluster 3 agrup6 genes con niveles de expresion bajos en 0di y
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gue aumentaban progresivamente su expresion en 4di y 4dc, manteniéndose a 8dc.
Finalmente los clusteres 4, 6, 7 y 13 agrupaban genes cuyos nhiveles de expresion eran
bajos o muy bajos en 0di, su nivel de expresién no se modificaba por el tratamiento de
estrés (4di), pero aumentaba claramente en la primera fase de cultivo (4dc). De estos
clusteres, el cluster 4 agrupd los perfiles de expresion que presentaban una mayor
diferencia en el nivel de expresion entre 4dc y 4di, y el claster 7 agrupé perfiles con
una mayor especificidad de expresion a los 4dc, por ello se seleccionaron para los
andlisis posteriores.
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Figura 11: Andlisis de clusteres mediante el algoritmo “k-means” del programa MeV
(MULTIEXPERIMENT VIEWER v. 4.5) de los perfiles de expresion de los 1.797 genes que
aumentaban su expresion a los 4dc vs. 4di. Los datos de expresion corresponden al “fold
change” normalizados (log,) de los puntos 0 y 4 dias de induccion por estrés (0di y 4di) y
a los 4 y 8 dias de cultivo de anteras (4dc y 8dc). Los limites de la escala de color van del
rojo (+ 10) al negro (-10).
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Al estudiar las categorias funcionales a las que correspondian los genes
agrupados en los clusteres se observd que en la mayoria de ellas existian grandes
diferencias en el porcentaje de genes en cada cllster (Figura 12 y Tabla 26 del
apartado de Anexos). Asi, aunque la categoria con mayor nimero de genes entre
todos los clusteres correspondia a “Metabolismo”, en los cllsteres 3 y 4 el porcentaje
de genes de esta categoria es mucho menor que en el resto. En los genes
relacionados con “Energia” destaca el cluster 7 con un mayor niumero de genes y los

clusteres 4, 5, 11, y 13 con un niumero muy bajo de genes.

Tres cllsteres tienen genes relacionados con “Proteinas de reserva” aunque
sblo en el cluster 4 hay valores resefiables. En las categorias de “Ciclo celular” y
“Transcripcién” destacan los clusteres 13 y 4, repectivamente, correspondientes a
genes inducidos de novo a los 4dc. En la categoria “Sintesis de proteina” destacan los
clusteres 1, 8 y 10, cuyos niveles de expresion en 4dc eran similares o inferiores a los
niveles a 0di. En la categoria “Regulacion del metabolismo” destacaron los clusteres 1
y 3, pero este Ultimo cluster no tiene genes relacionados con “Transporte celular’. No
hay grandes diferencias entre clisteres en la categoria “Respuesta a estrés”, pero en
las categorias “Diferenciacion celular’, “Desarrollo” y “Componentes celulares” si
existian, siendo los cllsteres con mayor y menor nimero de genes, 2y 4,2y 1y 4y 8,

respectivamente.

Finalmente esta clasificacion también nos mostr6 que los cllusteres
seleccionados para los posteriores estudios destacaban frente a los otros cllsteres en
las categorias siguientes: “Proteinas de reserva”, “Transcripcion” y “Componentes

celulares” en el cluster 4, y “Energia” en el cluster 7.
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Figura 12: Distribucion en categorias funcionales de los 13 clusteres identificados de los
genes que aumentan su expresion a los 4dc vs. 4di (1.797 genes). El porcentaje en todos
los clusteres representa al numero de genes en esa categoria respecto al numero total de
genes de ese cluster.
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4.2.2.1. Caracterizacién de los genes del Cluster 4

El claster 4 comprende un grupo de 69 genes caracterizados por presentar un
perfil de expresion que corresponde a una alta y de novo induccion a los 4dc

manteniendo los niveles de expresion a los 8dc (Figura 11).

En la figura 13 se muestra la representacion de los valores de expresion de los
69 genes (valores normalizados (log,) de “fold change”) utilizando un escala de color
que va del rojo (+6) al negro (-6). Los genes se agruparon mediante el algoritmo “HCL”
(clusteres jerarquicos) del programa MeV. En la Figura se aprecia la alta induccion
después de 4 dias de cultivo de todos los genes englobados en este cluster.

En la tabla 17 se presentan los valores de expresion de los genes del cluster 4
a 0di, 4di, 4dc y 8dc, ordenados segun el nivel de induccién en 4dc determinado por
las diferencias en los valores de expresion entre 4dc y 4di. El gen que present6 una
mayor induccion correspondia al Contig3480_at (12,09) y el de menor induccién al gen
AF109193 at (4,96) (valores no mostrados en la Tabla). El valor de expresion méaximo
en 4dc fue de 6,05 (Contig3480_at) y el minimo de 2,16 (Contig13769_at).

Cuando se compararon los niveles de expresion entre 4dc y 8dc se observd
que, mientras unos genes aumentaban su expresion en 8dc (Contigl9110 at,
Contigl6272_at, Contig2587_at, HA09gl6r_at), otros mantuvieron su nivel de
expresion (Contig3480_at, Contig21354 at, Contig6278 at, Contigl2924 at) vy
finalmente otros disminuyeron (Contig7855_s_at, Contig22399 at, Contig15557_at).
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Figura 13: Representacion de los valores de expresion de los 69 genes del cluster 4 mediante
andlisis de clusteres jerdrquicos realizados con el programa HCL-MeV. Los valores
corresponden a los datos de “fold change” normalizados (log,) de los puntos 0di, 4di, 4dc y
8dc. Los limites de la escala de color van del rojo (+6) al negro (-6).
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Cuando estudiamos las homologias de secuencia de los genes del cluster 4
(Tabla 17, Tabla 25 del apartado de Anexos). El 17,4% de los genes (12) no
presentaron homologia con ningan gen caracterizado, el 13,0% (9 genes) presentaron
homologia con genes cuya funcién se desconoce, y el 69,5% (48 genes) presentaron

homologia con genes caracterizados.

Hay que destacar que de entre los 10 genes con una mayor diferencia de
expresion entre 4dc y 4di, 5 genes no presentaban homologia con ningin gen

caracterizado o de funcién conocida.

Entre los genes caracterizados destacan el Contig3480_at que codifica una
proteina Egg Apparatus-1 (EAl), los activadores transcripcionales HAP3
(Contig21354_at), HAP2 (Contig19162_at) y el gen que codifica una proteina Tapetum
determinant 1 (TPD1) (Contigl4507_at). Otros genes que destacan con menor
diferencia de expresion son: NUCLEAR FACTOR-Y (Contigl3817_s at), los que
codifican para proteinas con un dominio AP2 (Contig11448 s _at y Contig25269 at),
para una proteina MADS1 (Contig13064 _at), y los que codifican para expansinas y
proteinas de membranas, como HVSMEIO013G22r2 at, Contigl9110 at vy
Contig19770_at.

Se identificaron homologias de secuencia con genes que se expresan en
células generativas como LGC1l (LILIUM GENERATIVE CELL) en HAQ09gl6r_at,
HAO3CO08u_at y Contig3693_at, y con ECAL (gametogenesis related family protein) en
HA28D17r_s_at, AF109193 at y Contig3597_at.

También se hallaron homologias con genes de endospermo como MEGL7
(MATERNALLY EXPRESSED GENE) en el Contig23976_at, TaPR60 (ENDOSPERM
TRANSFER CELL SPECIFIC PR60) en el Contig775_x_at, y con inhibidores de
tripsina como en el Contig7855_s_at y Contig4058_s_at.
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Tabla 17: Valores de expresion de los genes (Probe set) del cluster 4 (datos de “fold

change” normalizados con log,) en los puntos 0di, 4di, 4dc y 8dc, ordenados segun

las diferencias entre 4dc y 4di. Homologias de secuencia de los genes establecidas

mediante el programa HarvEST Barley v. 1.74, y valores de similitud (“e-value”).

Probe Set odi 4di 4dc 8dc Numero de e-value Descripcién
entrada
Contig3480_at -6,34 6,04 6,05 6,25 LOC_Os07g41410 3,00E-17 protein EGG APPARATUS-1
Contig21354_at -5,94 -5,78 5,85 6,11 UniRefo0_Q6YNJ7 2,00E-20 HAP3 transcriptional-activator
Contig13727_at -5,10 456 5,56 4,58 UniRef90_Q2R3F9 8,00E-16 LGC1, putative
Contig15557_at -4,47  -3,89 5,56 3,95
Contig4507_at -4,22 -4,16 5,04 4,13 LOC_0s10g14020 3,00E-32 protein TPD1
Contig19162_at -5,67 -4,62 4,52 4,68 UniRef90_Q2QM38 3,00E-78 CCAAT-binding transcription factor subunit B protein (HAP2)
EBpi01_SQ002_017_at -3,87 539 364 4,45
HKO6NO2r_s_at -4,26 -4,48 4,37 4,08 LOC_Os03g61150 3,00E-28 expressed protein
Contig11431_at 4,95 440 443 431
Contig11232_at -4,13 459 4,16 4,52 LOC_0Os04g33860 2,00E-50 expressed protein
HS17D15r_s_at -3,69 -621 2,45 3,14 LOC_0Os06g04950 6,00E-44 protein early nodulin 93- ENOD93
Contig4058_s_at -3,88  -3,77 4,82 3,79 LOC_0s04g44470 2,00E-12 protein KUN1 - Kunitz-type trypsin inhibitor precursor
Contig6278_at -3,76 5,89 2,61 2,84 LOC_0s01g21590 8,00E-56 protein homeodomain
Contig22399_at -356 -3,12 528 3,19 LOC_0s02g53570 8,00E-13 protein DEFL74 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig13708_s_at 397 348 485 358
Contig19785_at -3,66 -3,53 4,71 3,55 AT2G02140 9,00E-10 LCR72 (LOW-MOLECULAR-WEIGHT CYSTEINE-RICH 72)
Contig5348_s_at -3,69 590 2,25 3,00 AT4G10270 5,00E-21 wound-responsive family protein
HA28D17r_s_at -3,78 -357 454 3,70 AT1G44191 6,00E-19 Encodes a ECA1 gametogenesis related family protein
Contig19958_at -3,29 -3,18 4,87 3,19 LOC_0s01g52770 2,00E-29 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase
Contig8349_at -356 -3,44 4,56 3,50 LOC_0s08g04740 2,00E-13 expressed protein
HA09g16r_at -3,82 359 433 4,96 LOC_Os11g11680 6,00E-21 protein LGC1
Contig2587_at -5,90 -4,37 3,50 4,87 LOC_0s12g38140 2,00E-48 expressed protein
Contig12818_at -3,56  -3,40 4,42 3,50 LOC_0s02g15710 4,00E-35 plastocyanin-like domain containing protein
HB30P16r_at -593 437 337 3,97
Contig11592_x_at 417 389 384 364
Contig14073_at -3,53  -4,44 3,25 3,98 LOC_0s05g08800 8,00E-60 DUF581 domain containing protein
Contig17901_at -4,24  -38 3,77 3,98 LOC_0s059g10830 2,00E-83 protein proteophosphoglycan ppg4
Contig11594_at -3,77  -354 4,07 3,64 LOC_0Os01g40750 8,00E-14 expressed protein
Contig7855_s_at -3,65 -2,33 5,20 2,54 UniRef90_P12940  4,00E-40 Bowman-Birk type trypsin inhibitor
HAO03CO08u_at -3,18 -291 4,60 3,10 UniRef90_Q2R3F9 5,00E-20 LGC1, putative
Contig16272_at -3,34  -395 351 4,40 LOC_0Os06g15600 2,00E-41 plastocyanin-like domain containing protein
Contig14215_at -3,78 3,44 4,00 3,47 LOC_0Os05g45460 6,00E-54 protein POEI52 - Pollen Ole e | allergen and extensin family
Contig19970_at -7,08  -4,47 2,97 3,14 LOC_0s05g02630 3,00E-33 lysine-rich arabinogalactan protein 19
Contig1429_at -3,81  -2,89 4,50 2,94 LOC_0s02g36690 2,00E-08 hypothetical protein
Contig19110_at -3,63  -3,26 4,06 8,23 AT4G13340 3,00E-30 leucine-rich repeat /extensin family protein
Contig12979_s_at -4,31  -3,63 3,69 4,51 AT1G31810 4,00E-05 actin binding protein
EBro03_SQ001_CO05_at -3,78 -3,61 3,63 4,14 LOC_0Os10g22050 4,00E-11 expressed protein
Contig11448_at 4,26 3,79 3,42 3,76 LOC_Os03g08460 2,00E-46 AP2 domain containing protein
Contig3597_at -3,42  -3,99 3,21 3,09 AT1G44191 6,00E-19 Encodes a ECA1 gametogenesis related family protein
HVSMEI0013G22r2_at -4,48  -3,46 3,70 2,96 UniRef90_Q4W1F8 1,00E-146 Expansin EXPB11 protein
Contig3693_at -3,43 -363 3,50 3,47 UniRef90_Q2R3F8 3,00E-22 LGC1, putative
Contig23976_at -3,47 -3,25 3,75 4,14 LOC_0s02g13450 8,00E-05 MEGL7 - Maternally expressed gene MEG family protein
Contig12232_at -4,30 -3,43 3,55 3,96 UniRefo0_Q01122 2,00E-82 OSIGBa0102D10.1 protein (H0823A09.7 protein)
Contig23211_at -3,00 -3,77 3,07 2,93 LOC_0Os01g10080 2,00E-20 expressed protein
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Probe Set odi Adi 4dc 8dc Nimero de e-value Descripcién

entrada
HA27E07r_at -3,30 -3,14 3,65 3,22
HU12N23u_s_at -6,36  -3,56 3,22 3,28 LOC_0Os07g41340 3,00E-36 B12D protein
Contig26125_at -3,24  -2,94 3,72 2,95
Contig13817_s_at -2,94  -3,67 2,93 3,84 LOC_0s02g53620 8,00E-91 nuclear transcription factor Y subunit
Contig775_x_at -3,18  -3,00 3,56 3,16 UniRef90_B2C4KO 1,00E-51 Endosperm transfer cell specific PR60
Contig14187_at -3,61  -3,28 3,27 4,00 LOC_Os05g50940 5,00E-20 conserved hypothetical protein
Contig21737_at -3,42  -2,88 3,66 2,84 LOC_0s06g28124 4,00E-30 protein glycosyltransferase
Contig22553_at -3,62  -3,27 3,22 4,53 LOC_0Os03g09200 1,00E-28 protein domain of unknown function DUF966
Contig17489_at -3,01  -3,42 3,05 3,46 UniRef90_QODLGO 1,00E-115 Formin-like protein 14
Contig25269_at -3,32 3,17 3,19 3,80 LOC_0s05g28350 1,00E-21 AP2 domain containing protein
EBed02_SQ002 017 at -3,25 -2,95 3,39 344
Contig15167_at -3,03  -2,73 3,44 3,66 AT4G18670 5,00E-16 protein binding / structural constituent of cell wall
Contig18254_at -3,34  -3,04 3,13 2,98
Contig16695_at -4,12  -3,62 2,54 3,00 LOC_0s02g53870 2,00E-30 expressed protein
Contig13064_at -1,96 -3,54 2,57 5,15 UniRef90_A7YJG3 1,00E-104 MADS1 protein
Contig3735_at -4,42  -3,24 2,83 3,47 UniRef90_Q8L698 2,00E-25 Defensin
Contig12924_at 5,89 -2,85 3,15 3,14
Contig13769_at -2,37  -3,75 2,16 5,12 LOC_0s04g39110 3,00E-42 GASR4 - Gibberellin-regulated GASA/GAST/Snakin
Contigl7447_at -3,13 -2,86 2,97 3,73 UniRefo0_Q6Z4E7 8,00E-85 Putative pectin-glucuronyltransferase
Contig9939_at -3,14  -2,69 2,92 4,41 LOC_Os06g50080 2,00E-34 DUF581 domain containing protein
Contig4844_s_at -3,75  -2,64 2,87 6,42 LOC_0s03g10110 2,00E-37 cupin domain containing protein
Contig10396_at -3,08  -2,63 2,82 4,65 LOC_Os01g12070 6,00E-91 protein endoglucanase precursor
rbags13f02_at -2,84 -2,63 2,81 4,19
EBro07_SQ003_G24 s_at -2,75 -2,49 2,64 4,75 LOC_0s02g37490 3,00E-18 glycine-rich cell wall structural protein
AF109193_at -5,80 -2,16 2,80 4,32 UniRef90_Q9SES8 6,00E-96 ECAL1 protein

4.2.2.2. Caracterizacién de los genes del Cluster 7

El cluster 7 comprende un grupo de 44 genes caracterizados por presentar un
perfil de expresién con induccién especifica a 4dc como se observa en la figura 14,
dénde se muestra la representacion de los valores de expresion de los 44 genes
(valores normalizados (log,) de “fold change”), utilizando un escala de color que va del
rojo (+6) al negro (-6). Los genes se agruparon mediante el algoritmo “HCL” (clusteres
jerarquicos) del programa MeV. En la escala de color se destacan los altos niveles de

expresion de los genes a los 4dc.

En la tabla 18 se presentan los valores de expresion de los genes del cluster 7
a 0di, 4di, 4dc y 8dc, ordenados segun los niveles de induccién en 4dc, determinados
por las diferencias en los valores de expresion entre 4dc vs. 4di (valores no mostrados
en la tabla). El gen que present6é una mayor induccién correspondia al Contig4506_at
(7,83) y el de menor inducciébn a HVO5M17u_s_at (2,34), valores inferiores a los
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observados en el clister 4. Ademas, el valor de expresion maximo en 4dc fue de 6,30
(Contig4506_at) y el minimo de 1,91 (Contig11699 at).

Cuando se compararon los niveles de expresion entre 4dc y 8dc se observé
gue los genes que disminuyeron mas su expresion en 8dc fueron HAO4g14r_at (-6,31)
y Contig4506_at (-4,95), y los genes que menos disminuyeron su expresion en 8dc
fueron los Contig21047_at (-1,46) y Contig23940_at (-1,46) (valores no mostrados en
la tabla).

Los analisis de homologias de los 44 genes del clister 7 (Tabla 18, Tabla 25
del apartado de Anexos) mostraron que el 25% (11 genes) no presentaban homologia
con ningdn gen caracterizado, el 6,8% (3 genes) tenian homologia con genes de
funciébn desconocida y el 68,2% (30 genes) presentaban homologia con genes
caracterizados. De entre los genes caracterizados destacan por presentar un mayor
nivel de induccion el Contigd506 at que codifica una proteina TPD1 (Tapetum
determinant 1) y el Contigl51 at que codifica para la proteina ribosomal L24. También
se identificaron genes asociados a respuesta a estrés, como el Contig25195 at que
codifica una quitinasa, el Contigl858 at que codifica una peroxidasa y un factor
transcripcional relacionado con la repuesta por ABA, VIrE2-INTERACTING PROTEIN
1 (VIP1- Contig5257_at).

Al igual que en el claster 4, se encontraron genes con homologia con genes
gue se expresan en el endospermo como el RGE1 (RETARDED GROWTH OF
EMBRYO) en el Contigl4704_at, y dos TaPR9 (ENDOSPERM TRANSFER CELL
SPECIFIC PR9) en los Contig20000_s_at y Contig20000_at.
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Figura 14: Representacion de los valores de expresion de los 44 genes del clister 7
mediante andlisis de clusteres jerdrquicos realizados con el programa HCL-MeV. Los
valores corresponden a los datos de “fold change” normalizados (log;) de los puntos 0di,
4di, 4dc y 8dc. Los limites de la escala de color van del rojo (+6) al negro (-6).
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Tabla 18: Valores de expresion de los genes (Probe set) del cluster 7 (datos de “fold
change” normalizados con log,) en los puntos 0di, 4di, 4dc y 8dc, ordenados segun
las diferencias entre 4dc vs 4di. Homologias de secuencia de los genes establecidas
mediante el programa HarvEST Barley v. 1.74, y valores de similitud (“e-value”).

Probe Set odi 4di 4dc 8dc Numero de e-value Descripcion
entrada
Contig4506_at -2,04 -1,53 6,30 1,35 LOC_Os10g14020 2,00E-32 protein TPD1
Contig18194_at -2,10 -1,75 5,28 1,96 LOC_0s02g56870 5,00E-12 protein DEFL38 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contigl51_at -1,89 -1,57 5,28 1,68 LOC_Os01g04730 1,00E-16 protein ribosomal protein L24
Contig14015_s_at -1,69 -1,54 5,05 1,58 LOC_0Os09g32526 4,00E-17 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
HAO4g14r_at -0,12 -0,09 6,45 0,14 LOC_0s02g07495 3,00E-05 hypothetical protein
Contig20000_s_at -1,82  -1,75 4,76 2,07 UniRef90_B2C4J7 9,00E-25 Endosperm transfer cell specific PR9
Contig20866_at -1,65 -1,51 4,65 1,77 LOC_Os02g07440 1,00E-05 protein DEFL78 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig22186_at -1,49  -1,37 4,26 1,69
Contig14016_at -1,50 -1,24 4,24 1,41 LOC_Os09g32526 4,00E-17 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
Contig21899_at -1,34 1,03 4,39 1,32
Contig25447_at -1,41  -1,28 4,05 1,85 LOC_0s12g29590 4,00E-08 expressed protein
Contig20000_at -1,36 -1,19 4,00 1,19 UniRef90_B2C4J7 9,00E-25 Endosperm transfer cell specific PR9
HAO03G12r_at -095 -0,67 4,33 0,92 LOC_0s09g36900 7,00E-09 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig1858_at -0,38 0,24 4,62 0,38 LOC_0s07g44550 1,00E-133 protein peroxidase precursor
Contig499_x_at 0,68 -053 4,26 0,82
Contig19759_at -0,15 0,00 4,65 0,04 LOC_Os06g11210 2,00E-37 protein 12-oxophytodienoate reductase
HA24118r_at -1,76  -1,24 3,28 1,14 LOC_Os03g31630 1,00E-10 protein OsSub29 - Putative Subtilisin homologue
Contig504_x_at -0,78 -0,61 3,84 1,39
Contig77_s_at -0,85 -055 3,78 0,71 LOC_0s02g15710 5,00E-39 plastocyanin-like domain containing protein
Contig561_x_at 0,90 -0,75 344 0,90
Contig16415_at 0,58 -0,07 4,08 -0,20 LOC_0Os04g43650 1,00E-173 protein L-allo-threonine aldolase
Contig22760_at 0,26 -1,38 2,76 -0,13 LOC_0s01g62990 3,00E-84 protein ATROPGEF7/ROPGEF7
Contig7170_at -1,12  -0,70 3,30 0,73 LOC_0Os04g46630 1,00E-112 protein expansin precursor
Contig15050_at 0,82 -1,49 242 -0,35 LOC_0Os04g56930 1,00E-100 protein glycosyl hydrolases

EBes01_SQ004_F23 at -0,66 -0,44 3,43 0,77
EBro04_SQ004_OO07a_at -0,94 -0,67 3,02 0,73 LOC_0Os01g11790 2,00E-22 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig21047_at -0,99 -0,92 2,64 1,18 LOC_0Os02g07440 2,00E-09 protein DEFL78 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig15279_s_at 0,33 002 356 0,00

Contig14388_at -0,71 -0,66 281 0,32 AT2G29210 1,00E-04 splicing factor PWI domain-containing protein
Contigl7248_at -0,52 -0,21 3,07 0,32

Contig25195_at -0,18 0,09 3,27 -0,03 UniRefo0_Q42839 1,00E-154 Chitinase

Contig14932_at -0,57 -0,69 2,46 0,55 LOC_0s08g31340 4,00E-76 heaw metal-associated domain containing protein
HVSMEIO011NO7r2_at -0,18 0,18 3,33 -0,15

Contig15118_at -0,07 0,03 3,12 -0,03 LOC_0Os06g11840 1,00E-126 protein trehalose phosphatase

HV14J05u_x_at -1,17  -0,58 2,41 0,83

Contig18187_at -0,66 -0,56 2,41 0,63 LOC_0s04g43300 1,00E-103 BRCAL C Terminus domain containing protein
Contig15886_at -0,13 0,00 2,87 0,01 LOC_0s02g53590 2,00E-06 protein DEFL71 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig9239_s_at -0,10 -0,75 2,11 0,29 UniRef90_QOUDA6 8,00E-06 Putative uncharacterized protein

Contig5257_at -1,08 -0,11 2,72 0,12 LOC_0Os05g47470 9,00E-47 VIP1 protein

Contig14704_at -0,34  -0,06 2,62 0,49 AT1G49770 1,00E-31 RGE1 (RETARDED GROWTH OF EMBRYO 1)
Contig23940_at -0,51 -0,53 2,06 0,60 LOC_0s07g02280 1,00E-119 protein pentatricopeptide

Contig11699_at 0,77 -059 191 -0,84 LOC_Os07g07410 1,00E-146 oxidoreductase, 20G-Fe oxygenase family protein
Contig5270_x_at -0,33 0,07 2,48  -0,07

HVO05M17u_s_at 0,00 -0,13 2,21 -0,19 LOC_0Os10g13850 2,00E-58 POEI17 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein

Cuando estudiamos la distribucion en categorias funcionales (Figura 15) de los
genes de los clusteres 4 y 7 comparandola con la del total de genes que aumentaban

su expresion en 4dc vs. 4di (“fold change” > 5.0, 1.797 genes), se observé que el
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cluster 4 destacaba por una menor proporcion de genes en la categoria “Metabolismo”,
y un mayor numero en las categorias “Componentes celulares”, “Transcripcion”, y
“Proteinas de reserva”. El cluster 7 destacaba por un mayor porcentaje de genes en
las categorias “Energia” y “Respuesta a estrés”, y con menor porcentaje en la

categoria de “Ciclo celular”.
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Figura 15: Distribucion en categorias funcionales de los genes de los clusteres 4y 7 y del
total de genes que aumentaban su expresion en 4dc vs. 4di (“fold change” > 5.0),
mediante el programa FunCatDB del MIPS.

4.2.3. Validacién de la expresion de los genes seleccionados mediante PCR-

Semicuantitativa

De los 113 genes de los clusteres 4 y 7, se seleccionaron 16 genes por su
nivel, patron de expresioén y su homologia con genes caracterizados para validar los
resultados obtenidos en el analisis de transcriptomica. En la tabla 19 se presentan las
homologias de los 16 genes, 13 genes del clister 4 y 3 genes del clister 7, y la

abreviatura que se utilizara para cada uno de ellos a lo largo del documento. Los
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genes con homologias con proteinas desconocidas se nombrardn como Hv-ME
(Hordeum vulgare MICROSPORE EMBRYOGENESIS).

Tabla 19: Valores de expresion de los 16 genes seleccionados de los clusteres 4y 7
(datos de “fold change” normalizados con log,) en los puntos 0di, 4di, 4dc y 8dc.
Homologias de secuencia de los genes establecidas mediante el programa HarvEST
Barley v. 1.74, y valores de similitud (“e-value”).

Probe Set odi 4di 4dc 8dc NUmero de entrada E-value Descripcion

Claster 4

Contig3480_at -6,34 -6,04 6,05 6,25 LOC_0Os07g41410 3,00E-17 protein EGG APPARATUS-1-EA1

Contig21354_at -5,94 578 585 6,11 UniRefo0_Q6YNJ7 2,00E-20 transcriptional-activator-HAP3

Contig7855_s_at -3,65 -2,33 5,20 2,54 UniRef90_P12940 4,00E-40 Bowman-Birk type trypsin inhibitor-BBI
Contig4058_s_at -3,88 -3,77 4,82 3,79 LOC_Os04g44470 2,00E-12 Kunitz-type trypsin inhibitor precursor-protein-KUN1
Contigl2818_at  -3,56 -3,40 4,42 3,50 LOC_0s02g15710 4,00E-35 plastocyanin-like domain containing protein-PcL
HKO6NO2r_s_at -4,26 -4,48 4,37 4,08 LOC_0Os03g61150 3,00E-28 expressed protein-H-ME1

Contig17489_at -3,01 -3,42 3,05 3,46 UniRef90_QODLGO 1,00E-115 Formin-like protein 14-FMNL14

Contig13064_at -1,96 -3,54 2,57 5,15 UniRefo0_A7YJG3 1,00E-104 protein MADS1

HS17D15r_s_at -3,69 -6,21 2,45 3,14 LOC_0s069g04950.1 6,00E-44 protein early nodulin 93- ENOD93

Contig22553_at -3,62 -3,27 3,22 4,53 LOC_0s03g09200 1,00E-28 DUF966 protein domain of unknown function-Hv-ME2
Contig23976_at  -3,47 -3,25 3,75 4,14 LOC_0s02g13450 8,00E-05 Maternally expressed gene MEG family protein-MEGL7
Contigl4215_at  -3,78 -3,44 4,00 3,47 LOC_Os05g45460 6,00E-54 Pollen Ole e | allergen and extensin family-POEI52
Contig775_x_at  -3,18 -3,00 3,56 3,16 UniRef90_B2C4K0 1,00E-51 Endosperm transfer cell specific PR60

Claster 7

HA04g14r_at -0,12 -0,09 6,45 0,14 LOC_0s02g07495 3,00E-05 hypothetical protein-H-ME3

Contig4506_at -2,04 -153 6,30 1,35 LOC_0s10g14020 2,00E-32 protein TPD1

Contigl9759_at  -0,15 0,00 4,65 0,04 LOC_Os06g11210 2,00E-37 protein 12-oxophytodienoate reductase-OPR12

Entre los genes seleccionados destacaron por su mayor nivel de expresién en
4dc, el Contig3480_at que codifica una proteina Egg Apparatus-1 (EAL), el
Contig21354 _at que codifica un activador transcripcional HAP3, HAO04gl4r_at que
codifica una proteina desconocida (Hv-ME2) y el Contig4506_at que codifica una
proteina TPD1 (Tapetum determinant 1). Los dos primeros genes pertenecen al cluster

4 y los dos ultimos al cluster 7.
En la figura 16 se muestra el perfil de expresién en los puntos 0di, 4di, 4dc y

8dc de los genes seleccionados caracterizados por niveles bajos de expresion en Odi

gue se mantenian en 4di, y que aumentaban en los 4dc.
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Figura 16: Perfil de expresion de los 16 genes seleccionados de los clusteres 4y 7. Los
valores corresponden a los datos de “fold change” normalizados con log,, en los puntos
0di, 4di, 4dc y 8dc.

Para validar el patron de expresibn de estos genes mediante PCR-
Semicuantitativa se utiliz6 la misma linea DH que se habia utilizado en el analisis de
transcriptomica (DH6148). Se tomaron muestras de anteras a los 0, 2 y 4 dias de
induccién por estrés (0di, 2di y 4di), y alos 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias de cultivo (1dc,
2dc, 4dc, 6dc, 8dc, 12dc y 16dc). Se tomaron muestras de fases mas tempranas y
mas avanzadas del cultivo respecto al experimento de transcriptémica, para estudiar
con mas detalle su perfil de expresion a lo largo del cultivo de anteras. A partir del
cDNA obtenido de las muestras, segun el método especificado en el apartado 3.4.3 de
Materiales y Métodos, se realizaron las amplificaciones utilizando los cebadores
correspondientes a los genes seleccionados, segun se especifica en el apartado
3.4.4.1 (Tabla 7).

Ademas se utilizaron como controles del proceso los cebadores para los genes
ECA1l (EARLY CULTURE ABUNDANT 1) y HvPG1 (POLYGALACTURONASE 1),

descritos como especificos de las fases tempranas de la embriogénesis de la
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microspora en cebada (Vrinten y col. 1999, Pulido y col. 2009), y como control el gen
constitutivo ACTINA.

En la figura 17 se muestran los resultados de las PCR-Semicuantitativas en
geles de agarosa. Todos los genes presentaron perfiles de amplificacion que se
ajustaban a los obtenidos anteriormente en el experimento de transcriptomica (Figura

16), ya que todos se habian inducido a los 4dc, cuando se comparaban con 0di y 4di.

Sin embargo, se pudieron determinar diferencias claras en el punto de
induccién al iniciar la fase de cultivo, asi mientras que los tres primeros genes
ENOD93, Hv-ME1 y TPD1 se inducen a 1dc, otros 9 genes se inducen a 2dc (EAL,
HAP3, Hv-ME2, FMNL14, OPR12, BBI, PcL, Hv-ME3 y MEGLY7), y otros 4 genes se
inducen a los 4dc (MADS1, POEI52, PR60 y KUN1).

El nivel de amplificacibn en 8dc también se ajustaba a los patrones de
expresion de los clusteres 4 y 7 determinados en el experimento de transcriptémica
(Figura 16). Asi, los genes del claster 7: TPD1, OPR12 y Hv-ME3 presentaron una
disminucion en el nivel de expresion a partir de los 6-8dc que se mantuvo hasta los
16dc. Asi mismo, en los genes del clister 4 todos salvo los genes Hv-ME2, BBI, y
POEI52 presentaban una expresion similar a los 4dc y 8dc, aunque en fases
posteriores se apreciaron diferencias en los niveles de expresion. Mientras que en los
genes PR60 y KUN1 se observaba una disminucién progresiva de la expresion desde
los 6dc hasta los 16dc, otros genes como ENOD93, EAL1, HAP3, Hv-ME2 y Hv-MEL1

mantuvieron su expresion, o la aumentaron progresivamente como MADSL1.
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Figura 17: Andlisis de expresion de los 16 genes seleccionados de los clusteres 4y 7, y de
los genes ECA1 y HYPG1 mediante PCR-Semicuantitativa y gel de agarosa, en los puntos
0, 2 y 4 dias de induccion por estrés (0di, 2diy 4di) y 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias de cultivo
(1dc, 2dc, 4dc, 6dc, 8dc, 12dc y 16dc) de la linea DH6148 de cebada. ACTINA es el gen
constitutivo utilizado como control.
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Los perfiles de expresion de los genes PcL, FMNL14, MEGL7 y POEI52
mostraron un pico de expresién a los 6dc. Muy pocos genes se expresaban antes del
inicio del cultivo, sélo los genes ENOD93, Hv-ME1, FMNL14 y POEI52, pero siempre
con un nivel de expresién muy bajo y nunca después de 4 dias de induccion por estrés
(4di).

Los genes ECAl y HvPG1, en nuestro sistema mostraron patrones de
expresion muy distintos. Mientras HvVPG1 sélo se expresa después de 4 dias de
induccién por estrés (4di), ECAL se induce en la fase de cultivo en 2dc y aumenta su
expresion hasta 6dc, manteniéndola a niveles bajos hasta los 16dc.

4.3. Comparacién de la expresién génica entre embriogénesis de la microspora y
embriogénesis zigética en cebada

Para comparar la expresion de los genes activados en la embriogénesis de la
microspora con la expresion de dichos genes durante la embriogénesis zigética, se
estudiaron los valores de expresién de los 113 genes de los clusteres 4 y 7 en el
experimento BB3 (“Transcription patterns during barley development”) realizado con el
22K “Barley1 GeneChip” (Affymetrix) (Druka y col. 2006) disponible en la base de
datos PLEXdb. Los tejidos estudiados fueron: raiz, hoja, anteras, cariopside de 5, 10y
16 dias después de la polinizacion (DAP), embrion de 22 DAP y endospermo de 22
DAP, del genotipo Morex.

Para agrupar los genes segun el patréon de expresién en los tejidos
seleccionados del experimento BB3, se realiz6 un andlisis de clisteres mediante el
algoritmo “K-means” del programa MeV, en el cual se identificaron ocho clusteres de

expresion (Figura 18).

De los ocho clusteres identificados, el clister BB3-2 agrupaba genes que
presentaban un nivel muy bajo de expresion en todos los tejidos estudiados, como el
Contig25195_at que codifica para una quitinasa (Tabla 20). Dos de los clisteres

presentan expresion especifica de una fase de desarrollo: el cluster BB3-4 agrupa
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genes que se expresaban en todos los tejidos estudiados pero con unos niveles mas
altos de expresion en cariopside 5 DAP, como el Contig3597_at que codifica una
proteina ECAL1 (gametogenesis related family protein) (Tabla 20), y el cluster BB3-5
con genes que se expresan en mayor medida en embrién a los 22 DAP como el
Contig4507_at que codifica una proteina TPD1 (Tabla 20).

El cluster BB3-7 aunque presenta niveles de expresion elevados en caridpside
5 DAP, no presenta un patrén de expresion tan definido como el cluster BB3-4. El
cluster BB3-1 agrup6 genes que presentaban niveles altos de expresion en embrion de
22 DAP y en raiz, como el Contig2587_at que codifica una proteina desconocida
(Tabla 20).

Los clusteres BB3-6 y BB3-8 agrupan genes que aumentaban su expresion a
lo largo del desarrollo de la semilla (cariépside 5, 10 y 16 DAP) y también presentaban
una elevada expresion en endospermo 22 DAP, como el Contig775_x_at que codifica

una proteina Endosperm transfer cell specific PR60 (PR60) (Tabla 20).

Finalmente, los genes del clister BB3-3 tienen niveles de expresion altos en
todos los tejidos, aunque ligeramente superiores en cariopside, embrién y
endospermo. Cuando comparamos la distribucion en los clisteres BB3 de los genes
de los clusteres 4 y 7, establecidos en el apartado 4.2.2, esta no fue homogénea. Asi,
conviene resaltar que el 60% de genes del clister BB3-2, caracterizado por presentar
un nivel muy bajo de expresion en todos los tejidos estudiados, correspondian a genes
del cluster 7. También hay que destacar que el 82,4% de los genes del clister BB3-1,
caracterizado por presentar niveles altos de expresion en embrién de 22 DAP y en

raiz, correspondian al cluster 4.
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Figura 18: Andlisis de clusteres mediante el algoritmo “k-means” (MeV) de los valores de
expresion de los 113 genes de los clusteres 4 y 7, en el experimento BB3 (PLEXdb) (Druka
y col. 2006), en los tejidos: raiz (r), hoja (h), anteras (a), caridpside de 5, 10 y 16 DAP (dias
después de la polinizacion) (c5, c10 y c16), embrion de 22 DAP (e22) y endospermo de 22
DAP (en22), del genotipo Morex.
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Tabla 20: Valores de expresion de los 113 genes de los clusteres 4 y 7 en el

experimento BB3 (“Transcription patterns during barley development”), en los

tejidos: raiz (r), hoja (h), anteras (a), caridpside de 5, 10 y 16 dias después de la
polinizaciéon (DAP) (c5, c10 y c16), embrion de 22 DAP (e22) y endospermo de 22
DAP (en22), agrupados en clusteres de expresion mediante el algoritmo “k-means”

(MeV). Homologias de secuencia de los genes establecidas mediante el programa
HarvEST Barley v. 1.74.

Probe Set r h a c5 ¢10 c16 e22 en22 Descripcion

Claster BB3-1

Contig12232_at 6.6 6.72 6.72 653 7.57 8.75 12.18 9.42 OSIGBa0102D10.1 protein (HO823A09.7 protein)
Contig3480_at 6.58 6.3 6.91 6.57 931 11.64 13.23 7.77 protein EGG APPARATUS-1

Contig9239_s_at 895 90 7.76 7.45 7.44 8.23 9.28 9.06 Putative uncharacterized protein

Contig13064_at 831 771 7.9 802 7.54 844 11.0 7.56 MADSI protein

Contig14187_at 594 6.21 6.51 591 928 9.9 10.97 9.89 consered hypothetical protein

Contig14215_at 922 7.0 7.49 7.06 7.66 8.33 11.49 7.15 protein POEI52 - Pollen Ole e | allergen and extensin family
Contig16415_at 931 9.07 7.26 801 7.29 7.26 9.26 7.25 protein L-allo-threonine aldolase

Contig17489_at 8.74 8.63 8.44 894 9.11 882 11.01 8.31 Formin-like protein 14

Contig19110_at 8.48 8.46 8.61 8.45 846 9.17 13.13 9.49 leucine-rich repeat /extensin family protein
Contig2587_at 10.2 7.94 87 864 814 10.34 12.29 8.1 expressed protein

Contig7855_s_at 857 6.92 7.05 652 6.51 6.92 11.49 6.86 Bowman-Birk type trypsin inhibitor

rbags13f02_at 81 7.02 677 7.03 7.1 821 10.11 6.9

Contig13817_s_at 10.57 9.67 7.25 7.03 6.95 7.45 9.34 7.65 nuclear transcription factor Y subunit

Contig16272_at 11.88 9.34 7.7 8.08 7.69 7.9 8.66 8.27 plastocyanin-like domain containing protein
Contig16695_at 10.65 11.22 9.66 7.78 7.72 7.98 8.45 7.75 expressed protein

Contig1858_at 849 6.98 7.38 6.91 6.82 6.97 9.19 6.92 protein peroxidase precursor

Contig19162_at 965 835 7.6 75 755 7.92 852 7.93 CCAAT-binding transcription factor subunit B protein (HAP2)
Cluster BB3-2

Contig14388_at 553 547 589 6.24 648 585 5.46 559 splicingfactor PWIdomain-containing protein
Contig23940_at 6.3 6.87 657 6.46 6.46 6.43 6.59 6.48 protein pentatricopeptide

Contig25195_at 6.24 6.75 659 6.41 6.35 6.61 6.39 6.86 Chitinase

EBed02_SQ002_O17_at 592 574 6.18 6.46 7.97 6.45 575 6.04

EBro04_SQ004_O07a_at 8.62 5.78 576 545 547 554 546 5.71 protein GDSL-ike lipase/acylhydrolase
Contig15886_at 597 586 6.43 7.08 6.01 6.03 59 598 protein DEFL71 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig21354_at 541 541 583 548 6.12 6.61 6.33 5.58 HAPS3 transcriptional-activator

Contig21737_at 6.97 567 564 538 532 548 7.49 553 protein glycosyltransferase

Contig22553_at 558 5.89 592 692 6.3 569 7.26 5.6 proteindomain of unknown function DUF966
HAO04g14r_at 6.47 6.56 6.97 6.47 6.39 6.6 6.63 6.87 hypothetical protein

HA27EQ7r_at 482 471 477 521 466 4.67 4.66 4.74

HVSMEIO011NO07r2_at 7.08 691 6.99 6.74 6.81 7.03 6.76 6.85

Contig22399_at 6.41 6.32 6.64 7.98 6.52 6.3 6.37 6.41 protein DEFL74 - Defensin and Defensin-like DEFL family
EBes01_SQO004_F23_at 6.19 6.17 6.68 7.77 6.89 6.44 6.18 6.62

Cluster BB3-3

Contig12979_s_at 8.89 7.37 7.27 7.29 879 10.1 8.7 10.46 actin binding protein

HS17D15r_s_at 866 7.56 8.1 9.86 12.67 13.32 9.62 13.62 WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig11232_at 10.05 8.34 851 7.9 9.88 10.25 11.03 9.63 expressed protein

Contig11594_at 9.61 9.31 10.05 10.87 10.43 9.61 9.41 9.65 expressed protein

Contig14073_at 7.69 7.68 857 9.15 10.82 11.33 9.71 11.42 DUF581 domain containing protein

Contig19958_at 7.21 10.62 7.57 10.43 11.77 11.4 8.4 11.11 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase
Contig23211_at 8.11 851 7.08 81 9.13 991 9.93 9.71 expressed protein

Contig3735_at 851 8.38 884 851 9.41 995 8.94 9.79 Defensin

Contig4844_s_at 9.08 8.94 9.36 9.06 9.49 11.07 13.98 12.76 cupin domain containing protein

Contig499_x_at 10.33 7.94 8.36 11.17 10.85 10.07 10.36 8.39

Contig6278_at 8.81 6.95 7.4 10.19 11.82 12.24 10.54 12.45 protein homeodomain

Contig9939_at 922 7.96 5.62 7.71 9.83 10.36 8.68 11.25 DUF581 domain containing protein

HKO6NO2r_s_at 9.35 6.95 7.63 7.97 9.44 10.83 8.62 11.36 expressed protein

HVSMEI0013G22r2_at 9.73 9.65 9.9 1211 13.11 12.03 9.51 11.11 Expansin EXPB11 protein

Contig5348_s_at 9.04 6.98 7.3 881 9.03 10.12 11.79 10.38 wound-responsive family protein

HVO5M17u_s_at 11,17 8,81 8,06 10,22 10,92 10,05 11,36 10,82 POEI17 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein
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Probe Set r h a c5 cl0 cl6 e22 en22 Descripcion

Claster BB3-4

Contig15167_at 5.39 557 5.69 10.32 8.15 6.24 5.62 5.84 protein binding / structural constituent of cell wall
Contig19970_at 6.18 6.21 6.26 10.88 6.69 6.29 6.22 6.29 lysine-rich arabinogalactan protein 19

HA03G12r_at 452 451 456 7.16 518 4.6 4.45 452 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig13708_s_at 516 53 561 9.73 552 517 518 5.36

Contig14015_s_at 579 577 6.05 12.27 10.46 6.46 5.98 5.9 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
Contig19785_at 573 586 6.22 859 565 587 574 6.12 LCR72, peptidase inhibitor

Contig20000_at 469 4.6 475 802 6.04 498 472 4.83 Endosperm transfer cell specific PR9

Contig26125_at 465 4.45 467 825 6.66 552 4.51 492

HA03CO08u_at 473 4.63 4.92 814 7.39 537 474 5.04 LGCL, putative

Contig3597_at 447 438 44 7.61 7.64 6.92 4.33 597 Encodes a ECAl gametogenesis related family protein
Claster BB3-5

HV14J05u_x_at 4.42 444 458 433 4.43 442 977 4.47

EBpi01_SQ002_017_at 6.42 6.25 6.49 7.75 7.14 691 9.78 6.57

Contig17447_at 6.55 6.5 6.64 6.45 6.02 6.5 9.76 6.23 Putative pectin-glucuronyltransferase

Contig25269_at 6.1 6.0 6.63 594 6.0 6.29 9.03 6.05 AP2domain containing protein

Contig4507_at 52 523 519 529 534 7.47 11.27 531 protein TPD1

Contig5270_x_at 447 437 52 441 45 4.46 10.03 4.55

Claster BB3-6

Contig4506_at 7.46 7.68 7.98 10.97 11.37 11.69 7.49 9.95 protein TPD1

Contig775_x_at 6.61 6.65 6.8 11.54 12.98 12.18 7.27 12.25 Endosperm transfer cell specific PR60
Contig12818_at 7.18 7.29 7.68 117 11.62 9.83 6.92 9.2 plastocyanin-like domain containing protein
Contig4058_s_at 5.66 5.97 6.25 857 12.34 11.97 5.9 11.59 protein KUN1 - Kunitz-type trypsin inhibitor precursor
Contig561_x_at 4.8 491 499 11.14 12.67 12.27 6.12 12.48

Contig77_s_at 6.32 6.34 6.6 10.43 10.92 9.59 6.36 8.65 plastocyanin-like domain containing protein
Contig8349_at 6.03 594 6.61 11.08 12.38 10.59 5.91 9.79 protein expressed protein

HA28D17r_s_at 579 5.84 6.23 10.81 11.24 9.98 5.51 8.37 Encodes a ECA1 gametogenesis related family protein
Contig14704_at 6.01 574 6.15 8.17 10.82 11.68 6.38 11.74 RGE1 (RETARDED GROWTH OF EMBRYO 1)
Contig504_x_at 451 45 4.8 9.6 11.74 11.23 4.6 10.6

Claster BB3-7

Contig13727_at 7.68 7.65 7.96 10.71 881 7.78 7.56 7.81 LGCI, putative

Contig15557_at 7.04 698 7.25 114 958 7.0 7.03 6.9

Contig11431_at 6.96 715 75 937 791 6.88 6.88 6.92

HAQ09g16r_at 7.48 7.06 737 921 72 733 7.5 7.54 protein LGCl

HB30P16r_at 851 741 7.95 729 7.65 9.04 7.23 10.06

Contig11592_x_at 6.5 6.19 6.5 11.03 9.81 6.72 6.47 6.33

Contig17901_at 772 7.1 6.8 10.04 9.9 829 6.24 7.26 protein proteophosphoglycan ppg4

Contig1429_at 755 7.62 7.96 9.84 836 7.93 7.45 7.92 hypothetical protein

Contig3693_at 6.65 6.63 7.01 9.7 6.8 6.72 6.52 6.95 LGC1, putative

Contig18254_at 6.61 6.45 6.97 11.19 10.03 8.62 6.52 8.25

Contig12924_at 756 751 759 1191 931 759 742 7.6

Contig13769_at 7.35 7.97 7.46 9.02 835 7.56 9.46 7.4 GASR4 - Gibberellin-regulated GASA/GAST/Snakin family protein
Contig10396_at 7.1 6.44 7.44 1241 7.32 7.46 7.8 8.06 protein endoglucanase precursor
EBro07_SQ003_G24 s_at 6.6 10.89 7.16 8.42 7.46 7.13 8.12 7.18 glycine-rich cell wall structural protein

AF109193_at 7.79 753 7.97 7.36 7.27 7.43 7.28 7.42 ECALI protein -Hordeum wilgare

Contig18194_at 8.27 8.29 8.66 10.34 837 8.49 8.21 8.61 protein DEFL38 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contigl51_at 7.13 7.08 7.29 9.49 10.02 8.16 7.08 7.59 protein ribosomal protein L24

Contig20000_s_at 701 685 735 9.13 7.75 7.2 6.98 7.42 Endosperm transfer cell specific PR9

Contig20866_at 761 7.66 8.13 7.66 8.82 7.85 7.72 7.82 protein DEFL78 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig14016_at 7.18 7.14 7.75 11.93 9.81 7.56 7.16 7.46 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
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Probe Set r h a c5 cl0 cl16 e22 en22 Descripcion

Claster BB3-7

Contig21899_at 69 705 745 83 958 829 7.01 7.89

Contig25447_at 6.58 6.58 7.06 10.71 7.61 6.71 6.47 6.76 expressed protein

Contig19759_at 1166 7.4 7.05 6.58 6.51 6.66 6.51 6.81 protein 12-oxophytodienoate reductase
HA24118r_at 729 7.16 7.76 9.34 873 7.99 7.18 7.55 protein OsSub29 - Putative Subtilisin homologue
Contig22760_at 7.07 74 715 7.02 7.22 7.39 7.86 7.32 protein ATROPGEF7/ROPGEF7

Contig15050_at 10.24 7.29 824 7.07 7.24 7.08 6.99 6.91 protein glycosyl hydrolases

Contig21047_at 6.34 6.53 6.93 10.19 9.94 7.9 6.63 7.41 protein DEFL78 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig17248_at 6.61 6.57 7.37 8.1 70 6.84 6.77 6.86

Contig14932_at 845 824 7.29 852 864 864 80 835 heaw metal-associated domain containing protein
Contig15118_at 821 7.71 835 7.52 845 877 7.67 8.84 proteintrehalose phosphatase

Contig18187_at 827 7.13 743 7.86 7.65 754 7.9 7.12 BRCAL C Terminus domain containing protein
Contig5257_at 7.16 668 7.5 958 888 6.97 7.25 6.92 VIP1protein

Contig11699_at 8.65 7.71 829 7.73 7.61 821 7.66 8.45 oxidoreductase, 20G-Fe oxygenase family protein
Claster BB3-8

Contig15279_s_at 499 49 507 66 999 81 50 6091

Contig22186_at 536 522 539 89 1032 874 532 7.92

HU12N23u_s_at 755 55 534 569 897 865 542 8.7 B12D protein

EBro03_SQ001_C05_at 9.02 565 581 572 7.19 825 573 8.11 expressed protein

Contig11448_at 7.34 657 7.03 6.66 833 887 6.81 8.86 AP2domain containing protein

Contig23976_at 6.5 6.27 6.91 8.67 9.56 9.09 6.27 8.49 MEGL7 - Maternally expressed gene MEG family protein
Contig7170_at 751 6.17 6.25 9.65 8.56 9.46 6.13 9.51 protein expansin precursor

Se analizaron los perfiles de expresion en el experimento BB3 de los 16 genes

seleccionados en el apartado anterior (Figura 19), observandose que los genes

resultaban ser representativos de los distintos clisteres BB3 determinados. Asi,

algunos genes aumentan su nivel de expresion en cariopside y endospermo como los
genes PcL, KUN1 y PR60 (cluster BB3-6), los genes ENOD93 y Hv-MEL1 (cluster BB3-
3) y el gen MEGLY (cluster BB3-8).

Otros presentan niveles altos de expresion en embrion como los genes BBI,
EA1, POEI52, FMNL14 y el gen MADS1 que pertenecen al clister BB3-1, 6 en raiz
como el gen OPR12 del cluster BB3-7. Finalmente los genes HAP3, Hv-ME2 y Hv-

ME3 que pertenecian al clister BB3-2 se caracterizaron por mantener el mismo nivel

de expresion en todos los estadios de desarrollo.
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Figura 19: Perfil de expresion de los 16 genes seleccionados de los clusteres 4 'y 7 con los
valores del experimento BB3 (PLEXdb) (Druka y col. 2006), en los tejidos raiz, hoja,
anteras, cariopside de 5, 10y 16 DAP y embrion y endospermo de 22 DAP.

Para validar los datos del experimento de transcriptémica del experimento BB3
en los 16 genes seleccionados, se realizaron amplificaciones mediante PCR-
Semicuantitativa de dichos genes en tejidos correspondientes a las etapas tempranas
del desarrollo de la semilla, en raiz y hoja de la linea DH6148. Para ello se tomaron
muestras de ovario maduro (ov), cariopside a los 1, 2, 4, 6 y 8 dias después de la
polinizacion (DAP) (c1, c2, c4, c6 y c8), embrion a los 10 y 12 DAP (el0y el2), raiz (r)
y hoja (h) de plantula. Se extrajo el RNA, se sintetizé el cDNA y se realizaron las
amplificaciones utilizando los mismos cebadores que en el apartado 4.2.3. También se

incluyeron en el analisis los genes ECAL1 y HYPGL1 y el gen constitutivo ACTINA.
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Figura 20: Andlisis de expresion por PCR-Semicuantitativa de los 16 genes seleccionados,
y de los genes ECA1 y HvPG1, en ovario maduro (ov), caridpside de 1, 2, 4, 6 y 8 DAP (cOd,
cld, c2d, c4d, c6d y c8d), embrion a los 8 y 10 DAP (e10 y el2d), raiz (r) y hoja (h), en la
linea DH6148. ACTINA es el gen constitutivo utilizado como control.
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Los resultados de la amplificacion se muestran en la figura 20. Se pudo
observar que la mayoria de los genes se ajustaban a los perfiles de expresién del
experimento BB3. Asi los genes TPD1, PcL, MEGL7 y KUN1l se expresaron
Unicamente a lo largo del desarrollo de la cariépside, pero no en embrién. Varios
genes (ENOD93, Hv-ME1, FMNL14, OPR12 y BBI) se expresaron en raiz, y ademas
OPR12 de forma especifica.

Los genes ENOD93, EA1, HAP3, BBI, MADS1, POEI52 y PR60 se expresaban
en embriones, pero solo EALl, HAP3 y POEI52 de forma especifica. Sin embargo, los
genes HAP3 y POEI52 presentaban un nivel de expresion bajo en todos los tejidos en
el experimento BB3. Otras discrepancias se observaron en el gen Hv-ME1 con un nivel
de expresion alto en caridpside y endospermo 22DAP en el experimento BB3, y que
en este analisis presentd expresion casi especifica en raiz. Por otra parte los genes
Hv-ME2 y Hv-MES3 presentaron muy bajos niveles de expresion en todos los tejidos.
Finalmente, los genes ECA1 y HVYPG1 no se expresaron en ninguno de los tejidos

analizados.

44. Comparacién de la expresiéon génica en tres lineas de cebada de distinta
respuesta a la embriogénesis de la microspora

Para comprobar si existia una asociacion entre el perfil de expresién de los
genes seleccionados y la respuesta embriogénica, se compararon los perfiles de
expresion de los genes seleccionados en la linea de alta respuesta embriogénica
DH6148 con los perfiles de expresion de lineas de baja respuesta (DH6183 y
DH6004).

En primer lugar se estudiaron los perfiles de expresion en la linea DH6183 que
se caracteriza por un elevado numero de microsporas que dividen, pero que
mayoritariamente forman estructuras poco diferenciadas que no desarrollan embriones
(Apartado 4.1). Se tomaron muestras de anteras a 0 y 4 dias de induccién por estrés
(Odi y 4di) y a los 4 y 8 dias de cultivo (4dc y 8dc) de la linea DH6183, se extrajo el
RNA y se sintetizé el cDNA.
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Para las PCR-Semicuantitativas se utilizaron los cebadores correspondientes
a los 16 genes seleccionados, el gen ECALl y el gen de expresidn constitutiva
ELONGATION FACTOR 1 ALPHA (EF-1a).

Los resultados de las PCR-Semicuantitativas en la linea DH6183, y los

obtenidos previamente en la linea DH6148, se muestran en la Figura 21.

Se pudo observar que en DH6183 todos los genes seleccionados se inducian
al inicio de la fase de cultivo (4dc) como en DH6148, aunque en algunos genes se
apreciaban diferencias significativas entre las lineas, tanto en los perfiles como en los
niveles de expresion. Asi los tres genes (Hv-ME3, TPD1 y OPR12) del cluster 7,
caracterizados por un pico de induccion a los 4dc en la linea DH6148, en la linea
DH6183 mantenian o disminuian ligeramente los niveles de expresion de 4dc en 8dc.

Entre los genes del clister 4, caracterizado por induccion a los 4dc y
mantenimiento o ligero cambio en el nivel de expresién en 8dc, también se observaron
diferencias de expresion entre las lineas. Los genes FMNL14 y MADS1 en los que
aumentaba la expresion a los 8dc en DH6148, en la linea DH6183 se mantenia el nivel
de expresion entre 4dc y 8dc. Por el contrario, el gen PcL que mantenia el nivel de
expresion entre 4dc y 8dc en DH6148, en la linea DH6183 se producia un aumento en
8dc. En los genes BBI, MEGL7, POEI52, PR60 y KUN1 las diferencias entre lineas se

debian a un cambio en el nivel de expresion, siendo mayor en la linea DH6183.

No se observaron diferencias resefiables entre las dos lineas en la expresion
de los genes ENOD93, Hv-ME1, EA1, HAP3, Hv-ME2 y PcL. Finalmente el gen ECA1
alcanz6 el mayor nivel de expresion en 8dc en DH6148, y en 4dc en DH6183. En este

gen se observo cierta inestabilidad entre las distintas repeticiones.
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Figura 21: Andlisis de expresion de los 16 genes seleccionados de los clusteres 4y 7, y del
gene ECA1 mediante PCR-Semicuantitativa y gel de agarosa, en los puntos 0 y 4 dias de
induccion por estrés (0di y 4di) y 4 y 8 dias de cultivo (4dc y 8dc) de la lineas DH 6148 y
DH6183 de cebada. EF-1a es el gen constitutivo utilizado como control.
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Como las diferencias en los perfiles de expresion entre las dos lineas
estudiadas se limitaban a unos pocos genes, y en muchos casos se debian a ligeras
diferencias en el nivel de expresion, se continu6 con la caracterizacién pero limitando
el estudio a los genes que habian presentado mayores diferencias, aumentando el
namero de lineas estudiadas y el nimero de muestras analizadas. La linea incluida en
este nuevo analisis (DH6004) era una linea de muy baja respuesta al cultivo de
anteras con un nimero muy bajo de divisiones que daba lugar a en un numero bajo de
embriones. Se tomaron muestras de anteras correspondientes a 0 y 4 dias de
induccién por estrés (0diy 4di)y a 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias de cultivo (1dc, 2dc, 4dc,
6dc, 8dc, 12dc y 16dc) de las lineas DH6183 y DH6004. Se extrajo el RNA y se
sintetiz6 el cDNA como se indica en el apartado 4.2.2. Para los estudios de expresion
génica mediante PCR-Semicuantitativa se utilizaron los cebadores correspondientes a
los genes seleccionados y se utilizd el gen constitutivo ACTINA, debido a que su

expresion fue méas uniforme en las tres lineas DHSs.

En la figura 22 se muestra el resultado de la amplificaciébn en las lineas
DH6183 y DH6004 comparandolo con los resultados obtenidos previamente en la linea
DH6148 (Apartado 4.2.3). Se observaron diferencias significativas en los perfiles y
niveles de expresion entre las tres lineas. En los genes del clister 7 (TPD1, OPR12 y
Hv-ME3) la induccién se producia en el mismo punto en las tres lineas (1dc y 2dc). Sin
embargo, la disminucion de la expresion especialmente en el caso de TPD1 se produjo
en 6dc en DH6148, en 8dc en DH6183 y en 12dc en DH6004. El gen BBI que se
comportaba de forma parecida a los genes del clister 7 en la linea DH6148 (Figura
21), en las otras dos lineas apenas se observé expresion, demostrando cierta
inestabilidad ya que si se habia determinado su expresion en la linea DH6183 en el
experimento anterior. Tanto el gen FMNL14 como el gen MADS1 mostraron
diferencias en el punto de induccion siendo sensiblemente mas tarde en las lineas
DH6183 y DH6004 que en la linea DH6148. Finalmente, confirmamos los resultados
obtenidos en el apartado anterior en los genes PR60 y KUN1, ya que PR60 mostr6 un
mayor nivel de expresion en las lineas DH6183 y DH6004 que en la linea DH6148,
mientras que el gen KUNL1 sélo se inducia fuertemente en la linea DH6183.
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Figura 22: Andlisis de expresion de los 8 genes de los clusteres 4 y 7 con mayores
diferencias de expresion entre las lineas DH6148 y DH6183, mediante PCR-
Semicuantitativa y gel de agarosa, en los puntos 0y 4 dias de induccion por estrés (0di y
4di), 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 16 dias de cultivo (1dc, 2dc, 4dc, 6dc, 8dc, 12dc y 16dc) en la lineas
DH6148, DH6183 y DH6004 de cebada. ACTINA es el gen constitutivo utilizado como

control.

104

8dc

12dc

& 1

16dc

Contig4506_at
TPD1

Contigl7489_at
FMNL14

Contigl9759_at
OPR12

Contig7855_s_at
BBI

HAQ4g14r_at
Hv-ME3

Contig13064_at
MADS1

Contig775_x_at
PR60

Contig4058 _s_at
KUN1

ACTINA



4.5. Estudio de la expresién de genes implicados en la sintesis, degradacién y
regulacion de Acido Abscisico (ABA) durante la embriogénesis de la
microspora en cebada

Entre los mecanismos moleculares asociados a la embriogénesis de la
microspora se han descrito los modulados por ABA. Aunque entre los genes del
cluster 7 se habia identificado un gen con homologia con VP1 que interviene en la
regulacién por ABA, los bajos niveles de expresién de muchos genes implicados en
sintesis, degradacion y regulacion de ABA, hacen que estos queden fuera de los
niveles restrictivos de seleccion que se han utilizado en este trabajo. Por ello se
analizaron los perfiles de expresion de genes candidatos, mediante gqRT-PCR
utilizando cebadores correspondientes a genes previamente identificados por otros

autores (Apartado 3.4.5.1 de Materiales y Métodos).

Los genes analizados fueron: ZEAXANTHIN EPOXIDASE (ZEP2) vy
ALDEHYDE OXIDASE (AO5a) asociados a sintesis de ABA; ABA 8 HYDROXYLASE
(ABA8'OH) y B-GLUCOSIDASE (BG3) asociados a oxidacion y deconjugacion de
ABA; ABSCISIC ACID INSENSITIVE 1 y 5 (ABI1b y ABI5), FUSCA 3 (FUS3),
VIVIPAROUS 1 (VP1) y FLOWERING TIME CONTROL PROTEIN A (FCA) asociados
a regulacion por ABA. Se tomaron muestras de anteras a los 0, 2 y 4 dias de induccion
por estrés (0di, 2di y 4di) y a los 1, 2, 4, 8 y 12 dias de cultivo (1dc, 2dc, 4dc, 8dc y
12dc) de la linea DH6148. Se extrajo el RNA de tres replicas biolégicas y se sintetizo
el cDNA. Los niveles de expresion de estos genes fueron analizados utilizando qRT-
PCR, utilizando como control el gen B-TUBULIN. Las amplificaciones se realizaron en
dos replicas técnicas de cada réplica biolégica. La tabla 27 del apartado de Anexos
muestra los valores de ACT, AACT, 222°T y las medias de cada réplica biologica y

replica técnica utilizados para el andlisis.
Los resultados del andlisis mediante qRT-PCR de los genes de sintesis y

degradacién de ABA se muestran en la figura 23. Los genes de sintesis de ABA

mostraron perfiles de expresién distintos. Asi, el gen ZEP2 presentd niveles de
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expresion altos en 0di, que bajaron durante toda la fase de induccidn por estrés y en

las

primeras etapas del cultivo, aumentando ligeramente a los 4dc. El gen AO5a se

activo a los 2di, bajando posteriormente al final del tratamiento de estrés (4di) a niveles

muy bajos, manteniéndose a esos niveles hasta los 8dc donde presentd un pico de

ind

uccion con un nivel de expresion casi dos veces superior al obtenido a los 2di. El

gen de degradacion de ABA ABA8'OH se expresaba en las anteras antes del

tratamiento de estrés, pero su expresion bajo durante el tratamiento de induccién por

estrés y en los primeros dias de cultivo, aumentando a los 4dc y alcanzando un

méaximo nivel de expresion en 8dc. El gen de deconjugacion BG3 presentaba un perfil

de

expresion parecido al de ABA8'OH, aunque en este caso la activacion en la fase de

cultivo se observaba a los 8-12dc.
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Figura 23: Perfiles de expresion de los genes de sintesis (ZEP2 y AO5a) y degradacion
(ABA8'OH y BG3), cuantificados mediante qRT-PCR a los 0, 2 y 4 dias de induccion por
estrés (0di, 2di y 4di) y a los 1, 2, 4, 8 y 12 dias de cultivo (1dc, 2dc, 4dc, 8dc y 12dc) de la
linea DH6148 de cebada. 6-TUBULIN es el gen utilizado como control.

Los resultados del andlisis mediante gRT-PCR de los genes relacionados con

regulacion por ABA se muestran en la figura 24. El gen ABI1b present6 un aumento en

el

nivel de expresion durante la fase de induccién por estrés a los 2di, la cual
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disminuyo considerablemente en la fase final del tratamiento y se mantuvo baja hasta

gue aumento ligeramente a los 8dc. El gen ABI5 también se indujo a los 2di y mantuvo

el nivel de expresion a 4di, aunque disminuyo su expresion en las primeras fases del

cultivo, aumentando significativamente a los 8dc hasta dos veces mas respecto a los

niveles de expresién alcanzados a los 2di y 4di (Figura 24). Los genes FCA, VPl y

FUSS3 presentaron perfiles de expresion similares con una activacion a los 8dc, siendo

el gen FUS3 el que presentd los mayores niveles de expresion de todos los genes,

llegando a ser entre 40 y 100 veces superior al resto de los genes.
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Figura 24: Perfiles de expresion de los genes ABI1b, ABI5, FCA, VP1 y FUS3, cuantificados
mediante qRT-PCR a los 0, 2 y 4 dias de induccion por estrés (0di, 2diy 4di) 1, 2, 4, 8y 12
dias de cultivo (1dc, 2dc, 4dc, 8dc y 12dc) de la linea DH6148 de cebada. 8-TUBULIN es
el gen utilizado como control.
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4.6. Caracterizacion de la respuesta al cultivo de anteras en trigo panadero

Para estudiar los patrones de expresion génica en trigo panadero de los genes
asociados a la embriogénesis de la microspora en cebada, se utilizaron los cultivares
Pavon y Caramba por presentar una capacidad de embriogénesis alta y media-baja,
respectivamente. Estos genotipos se han utilizado en los procesos de optimizacion de
protocolos de embriogénesis de la microspora en trigo realizados previamente por el

grupo de trabajo.

Para asegurar que los materiales de partida al recoger las muestras para los
estudios de expresion génica presentaban frecuencias de embriogénesis similares a
las obtenidas anteriormente, se llevo a cabo la caracterizacion de la respuesta al
cultivo de anteras de dichos materiales. Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 21y la figura 25.

Después del tratamiento de estrés ya se apreciaban diferencias entre los
cultivares. Asi, el numero de anteras que se inducen, es decir que se hinchan y
adquieren un color translucido o amarillo claro (Figura 25a y €), en el cultivar Pavon
fue casi dos veces superior al del cultivar Caramba (Tabla 21). Pavon dio lugar a un
mayor nimero de divisiones por 100 anteras que Caramba (1.077 frente a 683), como

se aprecia en la figura 25b y f.

El nimero de embriones por 100 anteras obtenidos en Pavon fue de 360
mientras que en Caramba fue de 151 (Figura 25c y g, Tabla 21). Ambos genotipos
presentaron porcentajes altos de regeneracion, superior al 70%, lo que indica que los
embriones obtenidos eran de buena calidad, con ejes embrionarios bien formados,
como se observa en la figura 25c y g. La mayoria de las plantas obtenidas en ambos
genotipos fueron verdes (Figura 21d y h), siendo el porcentaje de plantas verdes

superior al 75%.
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Tabla 21: Respuesta al cultivo de anteras de los cultivares de trigo Pavon y

Caramba.
Plantas* L.
. Anteras - . Regeneraciéon Plantas verdes

Cultivar responden* Divisiones* Embriones* % %
P Verdes Albinas 0 °

r r r r r r
Pawvon 80,3 1077,4 359,5 233,7 31,0 73,6 88,3

r r r r r r
Caramba 42,1 683,1 150,6 84,1 25,9 73,0 76,4

CARAMBA

5 dias Induccion

30 dias cultivo 40 dias cultivo 65 dias cultivo

Figura 25: Respuesta al cultivo de anteras de los cultivares de trigo Pavon y Caramba. a y
e) Anteras a los 5 dias de induccion por estrés. b y f) Estructuras y embriones a los 30 dias

de cultivo. ¢ y g) Estructuras y embriones a los 40 dias de cultivo. d y h) Plantulas
obtenidas en medio de regeneracion a los 65 dias de cultivo.

46.1.

Caracterizacion morfolégica de las fases tempranas de la embriogénesis de la

microspora en trigo panadero

4.6.1.1.

Estudios citolégicos del cultivo de anteras

Como el objetivo de este trabajo se centraba en fases tempranas del cultivo de

anteras, se realizO un estudio citologico de dichas fases que nos permitiera
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caracterizar con detalle las estructuras presentes en el cultivo en los puntos en los que

se realizaron los andlisis de expresion génica.

De estudios anteriores realizados por el grupo de trabajo, se sabia que el
desarrollo de la embriogénesis de la microspora en trigo era mas lento que en cebada,
por ello se tomaron como puntos de estudio en trigo periodos de tiempo mas largos
gue los de cebada. Se caracterizaron anteras a los 5 dias de induccién por estrés
(5di), y a los 5, 10 y 15 dias de cultivo (5dc, 10dc y 15dc) (Figura 26). Después del
tratamiento de estrés (5di), en ambos cultivares, las microsporas se distribuyeron al
azar dentro de los l6culos de la antera y se aprecio que el tapetum estaba degradado
(Figura 26a y e). Después de 5 dias de cultivo (5dc), en ambos cultivares, muchas
microsporas aumentaron de tamafio presentando un citoplasma denso, y en algunas

de ellas se observaron las primeras divisiones (Figura 26b y f).

A los 10 dias de cultivo (10dc) se observaron ya estructuras multicelulares,
incluso se pudo observar que alguna microspora empezaba a romper la exina en
Pavon, mientras que en Caramba muchas microsporas estaban muertas (Figura 26¢ y
g). A los 15 dias de cultivo (15dc) se observo que las microsporas ya habian roto la
exina. En Pavon se observaron estructuras embriogénicas mas compactas, mientras
gue en el cultivar Caramba algunas de esas estructuras estaban formadas por células
grandes con el citoplasma laxo caracteristico de estructuras de tipo callo (Figura 26d y
h).
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PAVON CARAMBA

5di

5dc

10dc

15dc

Figura 26: Caracterizacion citolégica de las anteras en las fases iniciales del cultivo de los
cultivares de trigo Pavon y Caramba. Cortes semifinos de 1 um tefidos con azul de
toluidina. a y e) Anteras a los 5 dias de induccidn por estrés (5di). b y f) Microsporas en el
interior de las anteras a los 5 dias de cultivo (5dc). c y g) Microsporas en el interior de las
anteras a los 10 dias de cultivo (10dc). d y h) Estructuras embriogénicas (flecha) y
proliferaciones de tipo callo (asterisco) en el interior de las anteras a los 15 dias de
cultivo (15dc). Las barras corresponden a 50 um.
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4.6.1.2. Estudio /n vivo del cultivo de microsporas aisladas

Para hacer un seguimiento mas detallado de las estructuras presentes en el
cultivo de anteras en los puntos donde se iban a tomar las muestras para los estudios
de expresion génica, se realizé una caracterizacidén morfologica in vivo de microsporas

aisladas.

Se tomaron anteras después de 5 dias de induccion por estrés (5di), se realizé
el aislamiento de microsporas y se cultivaron in vitro para realizar la caracterizacion
morfolégica alos 1, 3, 5, 7, 10, 15y 20 dias de cultivo (1dc, 3dc 5dc, 7dc, 10dc, 15dc y
20dc).

Después de 5 dias de tratamiento de estrés (5di), se observdé que muchas
microsporas habian aumentado de tamafio pero en la mayoria de ellas la vacuola
todavia ocupaba gran parte de la superficie de la microspora, especialmente en
Caramba (Figura 27a, i). En Pavon se podia observar que algunas microsporas
presentaban ya aspecto estrellado o “star-like”, con el nucleo en el centro e hilos del

citoplasma atravesando la vacuola.

Después de 1 y 3 dias de cultivo (1dc y 3dc) la mayoria de las microsporas
habian aumentado su tamafio. Se observé un aumento del nUmero de microsporas
con aspecto estrellado tanto en Pavon como en Caramba (Figura 27b, j, cy k). Alos 3
dias de cultivo (3dc), se observaron diferencias entre los dos cultivares en cuanto al
namero de microsporas que habian aumentado de tamafo y adquirido el aspecto

estrellado, siendo mayor en el cultivar Pavon (Figura 27c y k).
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Figura 27: Caracterizacion morfoldgica del cultivo de microsporas aisladas de los
cultivares de trigo Pavon y Caramba. a, i) Microsporas a los 5 dias de induccion por estrés
con aspecto estrellado “star like” en Pavon (flecha). b y j) Microsporas con aspecto
estrellado (flecha) después de 1 dia de cultivo. c y k) Microsporas a los 3 dias de cultivo,
con aspecto estrellado (flecha). d y I) Microsporas a los 5 dias de cultivo, presentando
divisiones en Pavon (flecha) y microsporas no inducidas en Caramba (asterisco). e y m)
Microsporas con divisiones (flecha) a los 7 dias de cultivo. fy n) Microsporas y estructuras
a los 10 dias de cultivo con alguna rotura de la exina (flecha). g y o) Estructuras
embriogénicas en estado globular en Pavon (flecha) y estructuras tipo callo en Caramba
(asterisco) a los 15 dias de cultivo . h y p) Embriones (flecha) y proliferaciones de tipo
callo (asterisco) a los 20 dias de cultivo. Las barras corresponden a 50 um.

A los 5 dias de cultivo (5dc) ya se observaron las primeras divisiones en el
cultivar Pavon (Figura 27d). Sin embargo, en Caramba se observé un elevado nimero
de microsporas no inducidas (Figura 271). A los 7 dias de cultivo (7dc) ya se habian
producido divisiones dentro de la microspora, especialmente en el cultivar Pavon ya
gue en Caramba las microsporas que sobrevivieron fueron muy pocas (Figura 27e y
m). A los 10 dias de cultivo (10dc) se apreciaron los primeros signos de rotura de la
exina en ambos cultivares (Figura 27f y n). A los 15 dias de cultivo (15dc) se pudieron
diferenciar distintos tipos de estructuras. En el cultivar Pavon se observaron
mayoritariamente estructuras embriogénicas en estado globular, caracterizadas por
tener células redondeadas, pequefias y con citoplasma denso (Figura 27g). En
Caramba el namero de estructuras embriogénicas fue muy inferior al de Pavon,

ademas mostraron menor tamafio (Figura 270).

Finalmente a los 20 dias de cultivo (20dc) se observaron claramente las
diferencias entre cultivares en cuanto a estructuras embriogénicas, siendo mayor el
nimero de embriones de buena calidad en el cultivar Pavon (Figura 27h y p). En
Caramba se observaron estructuras caracterizadas por tener células grandes no

redondeadas y citoplasma laxo, es decir con morfologia de tipo callo (Figura 27p).
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4.7. Selecciéon de genes que se inducen en la embriogénesis de la microspora en
trigo panadero

Para estudiar en trigo panadero los patrones de expresion génica de los genes
asociados a las fases iniciales del patrén de desarrollo embriogénico de la microspora,
se partié de los 16 genes de los clisteres 4 y 7 seleccionados en cebada. A partir de
las secuencias consenso de dichos genes obtenidos del programa HarvEST barley v.
1.74 se buscaron las secuencias homoélogas en trigo en distintas bases de datos. Sin
embargo, en la mayoria de los genes no se pudo proseguir el estudio, ya que o bien
no se encontraron las secuencias homélogas, o estas secuencias eran muy cortas y
no se pudieron disefiar cebadores adecuados, o los cebadores disefiados no
amplificaron. Finalmente, sélo se pudo continuar con el estudio de tres de los genes
pertenecientes al cluster 4 (HKO6NO2r_s at, Contigl3064_at y Contigl4215 at)
(Apartado 4.2.2.1) y el gen Contig4506_at del cluster 7 (Apartado 4.2.2.2).

Para ampliar el nUmero de genes en el andlisis, se seleccionaron nuevos genes
candidatos del conjunto de genes que aumentaban su expresion a los 4dc vs. 4di en el
andlisis de transcriptomica de cebada (Apartado 4.2.2). Asi se localizaron las
secuencias homoélogas y se disefiaron cebadores para los genes Contigl0274 _at,
Contig2975_s_at, EBem05_SQ002_D05_s at y Contig8533_s_at pertenecientes al
cluster 6 (Apartado 4.2.2), Contig3735_at (cluster 4) y Contig2878_at (cluster 13), que
correspondian a genes inducidos de novo a los 4dc, y para el Contig1l3240 s at del
Cluster 3, que correspondia a genes con niveles de expresién bajos en 0di y que
aumentaban progresivamente su expresion en 4di y 4dc. Finalmente se completo el
estudio con otros tres genes, de la seleccion inicial en el experimento de
transcriptomica (Apartado 4.2.1), que presentaban patrones de expresion no
estudiados anteriormente: HYSMEbOO9H14r_s_at que se induce por el tratamiento de
estrés pero de nuevo aumenta su nivel de expresion a los 8dc; Contigs827 at que
disminuye su expresidon después del pretratamiento de estrés pero aumenta
paulatinamente su expresion durante la fase de cultivo; y Contig5995_at que se activa

Unicamente en el paso de 4dc a 8dc.
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En la tabla 22 se presentan los valores de expresion normalizados (log,) de
“fold change” de cada uno de los genes de cebada y el cluster al que pertenecen
segun el analisis del Apartado 4.2.2. En la figura 28 se presentan los perfiles de
expresion de estos genes de acuerdo con los valores obtenidos en el andlisis de

transcriptomica.

Tabla 22: Valores de expresion de los 14 genes (Probe set) seleccionados, de entre
los asociados a la embriogénesis de la microspora en cebada, para los estudios en
trigo (datos de “fold change” normalizados con log,) en los puntos 0di, 4di, 4dc y
8dc, ordenados segun las diferencias entre 4dc vs. 4di.

Probe Set odi 4di 4dc 8dc CLUSTER
Contig4506_at -2,04 -1,53 6,30 1,35 Cluster 7
HKO6NO2r_s_at -4,26 -4,48 4,37 4,08 Claster 4
Contig14215_at -3,78 -3,44 4,00 3,47 Cluster 4
Contig2975_s_at -2,58 -1,98 3,18 1,64 Claster 6
EBem05_SQ002_D05_s_at  -2,75 -2,87 2,90 3,83 Cluster 6
Contig3735_at -4,42 -3,24 2,83 3,47 Cluster 4
Contig13064_at -1,96 -3,54 2,57 5,15 Cluster 4
Contig13240_s_at -5,62 -2,53 2,49 3,02 Cluster 3
Contig10274_at -3,80 -2,44 2,46 3,02 Cluster 6
Contig2878_at -1,94 -1,54 2,09 1,58 Cluster 13
Contig8533_s_at -1,50 -3,11 2,03 1,33 Claster 6
Contig5827_at 3,36 -1,34 -0,92 0,57 -
HVSMEbO009H14r2_s_at -6,89 0,57 -0,43 2,13
Contig5995_at -0,07 0,01 -0,03 5,45

8,00
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Contig5995_at

-8,00 -

odi 4di 4dc 8dc

Figura 28: Perfil de expresion de los 14 genes seleccionados, de entre los asociados a la
embriogénesis de la microspora en cebada, para los estudios en trigo. Los valores
corresponden a los datos de “fold change” normalizados con log, en los puntos 0di, 4di,
4dc y 8dc.
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Para determinar las homologias de las secuencias de trigo con genes
conocidos se utilizaron distintas bases de datos: HarvEST wheat v. 1.59, Fasta-
EMBL-EBI (Nucleotide Similarity Search) y PLEXdb (Plant Expression Database)
(Tabla 23).

De estos genes, destacaron por su mayor nivel de expresion en 4dc de cebada
(Tabla 22 y Tabla 23) dos genes del cluster 4: el gen HKO6NO2r_s_at (Ta.7773.1) que
codifica para una “expressed proteina” (Hv-ME1) y el Contigl4215 at (Ta.18801.1)
que codifica para una proteina POEI52 (Pollen Ole e | allergen). También destac6 un
gen del cluster 7, el Contigd506_at (TaAffx.3154.1) que codifica para una proteina
TPD1 (Tapetum Determinantl). En cuanto al mayor nivel de expresion en 8dc destaco
el Contigl3064_at (Ta.6411.1) que codifica para una proteina MADS1 vy el
Contigb995_at (Ta.13785.1) que codifica para una proteina “Glycosyl hydrolase”. El
gen que presento niveles mas bajos de expresion en 4dc y 8dc fue el Contigs827_at
(Ta.1839.1) que codifica para una proteina FLA27 (Fasciclin 27).

También se incluyeron en el andlisis, como control del proceso, 4 genes
identificados por otros autores: dos arabinogalactanos que se expresan en anteras de
trigo y que codifican para proteinas de tipo fasciclinas (FLA14 (Ta.1852.1) y FLA25
(Ta.28834.1)) (Faik y col. 2006), y dos genes asociados a procesos de embriogénesis
somética en trigo SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR LIKE KINASE (SERK1
(Ta.12817.1) y SERK2 (Ta.6832.1)) (Singla y col. 2008). En la tabla 23 se presentan
las homologias de los 18 genes seleccionados y la abreviatura que se utilizara para

cada uno de ellos a lo largo del documento.
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de los 18 genes estudiados establecidas
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4.8. Estudio de la expresion de los genes seleccionados en trigo panadero
mediante PCR-Semicuantitativa

Para estudiar el perfil de expresion de los genes seleccionados se utilizo el
cultivar Pavon de alta capacidad embriogénica. Se tomaron muestras a los 0 y 5 dias
de induccién por estrés (0di y 5di), y a los 5, 10, 15 y 20 dias de cultivo de anteras
(5dc, 10dc, 15dc y 20dc), se extrajo el RNA y se sintetizd el cDNA. A partir del cDNA
se realizaron las amplificaciones utilizando los cebadores disefiados segun se
especifica en el apartado 3.4.4.1 de Materiales y Métodos, y se utiliz6 como gen
constitutivo el gen 18SrDNA (18S ribosomal DNA). En la figura 29 se muestran los
resultados de la PCR-Semicuantitativa en geles de agarosa. De los 18 genes
analizados los 14 primeros, que habian sido seleccionados del estudio en cebada, se
indujeron durante la embriogénesis de la microspora en trigo (Figura 29), presentando
perfiles de amplificacion similares a los esperados segun el experimento de
transcriptomica de cebada (Figura 28).

Se pudieron determinar diferencias claras en el momento de induccion de los
genes en la embriogénesis de la microspora en trigo (Figura 29). Se identificaron 4
genes que se inducian a los 5 dias de cultivo (5dc) y mantenian o incrementaban su
expresion a los 10dc y 15dc: TaTPD1-like (TAPETUM DETERMINANT 1-like)
(TaAffx.3154.1), TAAlb (una “fatty acyl-coA reductase”, Ta.ANTHER-SPECIFIC 1b)
(Ta.9528.1), GSTF2 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE-F2) (Ta.1775.1/Ta.30944.1)
y GSTA2 (GLUTATHIONE S-TRANSFERASE-A2) (Ta.303.2).

También se observaron 7 genes gque se inducian en las etapas medias de la
embriogénesis (10dc): WALI6 (WHEAT ALUMINIUM INDUCED-6) (Ta.5024.1), CHI3
(CHITINASE 3) (Ta.21342.1), Tadl (Ta.DEFENSIN-1) (Ta.28319.1), TaNF-YA7
(NUCLEAR FACTOR Y-A7) (Ta.1004.1), FLA26 (FASCICLIN-26) (Ta.1839.1), TaGL14
(AGAMOUS LIKE-14) (Ta.6411.1) y XIP-R1 (XYLANASE INHIBITOR-R1)
(Ta.13758.1). Se apreciaron diferencias en los perfiles de expresion de los genes de

este grupo, ya que algunos se expresaban también en etapas mas tempranas como el

119



gen CHI3, otros genes (Tadl, TaNF-YA7 y FLA26) disminuyen su expresion a partir de
los 15dc, mientras que CHI3, TaGL14 y XIP-R1 y WALI6 alun se expresaban a los
20dc.

Otro grupo de 3 genes se inducian en etapas tardias de la embriogénesis de la
microspora: TaAGP31-like (ARABINOGALACTAN PROTEIN 31-LIKE) (Ta.18801.1),
TaME1 (MICROSPORE EMBRYOGENESIS-1) (Ta.7773.1) 'y TaEXPB4
(Ta.EXPANSIN-B4) (Ta.3749.1). De estos genes, que mostraron una fuerte induccion
a los 15dc, s6lo TaAGP31-like mantuvo su expresion a los 20dc. Considerando el
conjunto de genes estudiados hay que destacar que sélo los genes CHI3 y TaAGP31-
like mostraron una fuerte expresion a los 20dc, solo los genes FLA26 y TaAGL14 se
expresaban al inicio del proceso (0di), y los genes TAAlb, CHI3, Tadl y XIP-R1 se
expresaban después del tratamiento de estrés (5di), aunque a un nivel muy bajo.

Finalmente no se pudo asociar a la fase embriogénica del cultivo de anteras
ninguno de los genes analizados como control del proceso, ya que los genes FLA14
(Ta.1852.1) y FLA25 (Ta.28834.1) se indujeron a los 5di, y los genes SERK2
(Ta.6832.1) y SERK1 (Ta.12817.1) se expresaban Unicamente al inicio del proceso,

antes del tratamiento de estrés (0di).
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Figura 29: Andlisis de expresion de los 14 genes seleccionados por su asociacion con la
embriogénesis de la microspora en cebada, y de los genes FLA14, FLA25, SERK2 y SERK1
mediante PCR-Semicuantitativa y gel de agarosa, en los puntos 0 y 5 dias de induccion
por estrés (0di y 5di) y 5, 10, 15 y 20 dias de cultivo (5dc, 10dc, 15dc y 20dc) del cultivar
Pavon. 185rDNA es el gen constitutivo utilizado como control.
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4.9. Comparaciéon de la expresion génica en la embriogénesis de la microspora y

embriogénesis zigética en trigo panadero

Para caracterizar la expresion de los genes activados en la embriogénesis de
la microspora en trigo panadero en otros 6rganos y tejidos, se estudiaron los valores
de expresion de dichos genes en el experimento TA3 (“Transcription patterns during
wheat development (Mirrors BB3)”) realizado con el “Wheat GeneChip” (Affymetrix)
(Schreiber y col. 2009) disponible en la base de datos PLEXdb.

Los 6rganos y tejidos estudiados fueron: raiz, hoja, antera, cariépside de 5 dias
después de la polinizacion (DAP), embrién 22 DAP y endospermo 22 DAP del cultivar
Chinese Spring. Entre los perfiles de expresion no se pudieron establecer patrones de

expresion, observandose perfiles muy diferenciados (Figura 30).

14,00

——TaTPD1-like

—TAA1b
——GSTF2
——GSTA2
——WALI6
s C L] 3
——Tad1
——TaNF-YA7
FLA26
TaAGL14

~——XIP-R1

TaAGP31-like
~——TaME1

2,00

——TaEXPB4
FLAL4

0,00 -+ ——FLA2S
SERK2

& & SERK1

Figura 30: Perfil de expresion de los 18 genes seleccionados con los valores del
experimento TA3 (PLEXdb) (Druka y col. 2006), en raiz, hoja, anteras, caridpside de 5
DAP, embrion y endospermo de 22 DAP.
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Para determinar los perfiles de expresion de los genes seleccionados en
etapas tempranas del desarrollo de la semilla, en raiz y hoja del mismo cultivar
utilizado en el cultivo de anteras (Pavon), se tomaron muestras de ovarios maduros
(ov), cariopside a los 2, 4, 6 y 8 dias después de la polinizacion (DAP) (c2d, c4d, c6d y
c8d), embrién a los 10, 12 y 14 DAP (el0, el2 y el4), endospermo a los 10, 12 y 14
DAP (enl0, enl2 y enl4), raiz (r) y hoja (h) de plantulas. Se extrajo el RNA, se
sintetiz6 el cDNA y se realizaron las amplificaciones utilizando los cebadores
correspondientes a los genes seleccionados y al gen constitutivo 18SrDNA segun el
apartado 3.4.4.1 de Materiales y Métodos.

Los resultados del andlisis se muestran en la figura 31. Los perfiles de
expresion obtenidos no se correspondian con los observados en el experimento TA3,
salvo en el gen GSTF2 que presentd un nivel alto de expresion en raiz (r). De los 18
genes analizados, la mayoria (15 genes) se expresaban en embriones zigoticos,
aungue a distinto nivel de expresién, siendo las excepciones los genes Tadl, FLA14 y
FLA25. Cuatro de los genes presentaron expresion especifica en embridén zigético
(TaTPD1-like, TaNF-YA7, TaAGP31-like y TaMEL). El resto de los genes aunque se
expresaban en otros tejidos mostraron su nivel de expresion mas alto en embrién de
12 DAP (el2), salvo el gen WALI6 que tenia su expresion maxima en cariopside de 2
DAP (c2d) y en raiz (r), el gen GSTF2 con expresion maxima en raiz (r), y el gen CHI3
gue se expresé en todos los tejidos y dérganos analizados. Cinco genes (TAAlb,
GSTAZ2, CHI3, FLA26 y TaAGL14) se expresaron en ovarios maduros (ov). Solo el gen
Tadl resulto ser especifico de la embriogénesis de la microspora ya que no se

expresé en ninguno de los tejidos ni 6rganos analizados.

Finalmente, los genes FLA14 y FLA25 que se inducian después del
pretratamiento de estrés en embriogénesis de la microspora, no se expresaron en
ninguno de los érganos y tejidos analizados, y los genes SERK2 y SERK1 que no se
expresaron en la embriogénesis de la microspora, mostraron un nivel de expresion

muy bajo y especifico en embrién de 12 DAP (el2).
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Figura 31: Andlisis de expresion mediante PCR-Semicuantitativa y gel de agarosa, de los
14 genes seleccionados, y de los genes FLA14, FLA25, SERK2 y SERK1 en ovarios maduros
(ov), caridpside de 2, 4, 6 y 8 DAP (c2d, c4d, c6d y c8d), embridn a los 10, 12 y 14 DAP
(e10, e12 y e14), endospermo a los 10, 12 y 14 DAP (en10, en12 y en14), hoja (h) y raiz (r)
, del cultivar Pavon. 18SrDNA es el gen constitutivo utilizado como control.
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4.10. Comparacién de la expresion génica en dos cultivares de distinta respuesta a

la embriogénesis de la microspora en trigo panadero

Para comprobar si existia una asociacion entre el perfil de expresién de los
genes seleccionados y la capacidad embriogénica de los cultivos, se estudiaron los
perfiles de expresién en un cultivar de baja respuesta al cultivo de anteras (Caramba)
y se compararon con los observados en el cultivar de alta respuesta (Pavon). El
cultivar Caramba se caracterizaba por el bajo nUmero de microsporas que dividen y el

bajo nimero de embriones y plantas verdes (Apartado 4.6).

Se tomaron muestras de anteras a los 0 y 5 dias de induccion por estrés (0di y
5di), y a los 5, 10, 15 y 20 dias de cultivo (5dc, 10dc, 15dc y 20dc), del cultivar
Caramba. Se extrajo el RNA, se sintetizd el cDNA, y se realizaron las amplificaciones
mediante PCR-Semicuantitativa utilizando los cebadores correspondientes a los genes
seleccionados y al gen constitutivo 18SrDNA.

Los resultados de PCR-Semicuantitativa se muestran en la figura 32, donde se
pudo observar que la mayoria de genes también se inducian en Caramba durante la
fase de cultivo, aunque se podian apreciar diferencias entre los dos cultivares en los
perfiles y niveles de expresion. Asi, en los genes que en Pavon se inducian a los 5dc
(TaTPD1-like, TAAlb, GSTF2 y GSTA2) el méaximo nivel del perfil de expresion se
desplaz6 de 10dc y 15dc en Pavon a 5dc y 10dc en Caramba.

Los genes WALI6, CHI3, Tadl, TaNF-YA7, FLA26, TaAGL14 y XIP-R1 que se
inducian a los 10dc en Pavon podian considerarse como genes de expresion
temprana en Caramba, ya que en este cultivar se inducen a los 5dc. Sin embargo el
gen XIP-R1 mostré una expresién constitutiva en Caramba y los genes TaNF-YA7 y
TaAGL14 mostraron un nivel de expresion mucho mas alto a los 0di en Caramba que

en Pavon.
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De los genes que se inducian en etapas tardias de la embriogénesis
(TaAGP31-like, TaME1l y TaEXPB4) s6lo el gen TaMEL present6 un desplazamiento
en el perfil de expresion con un nivel alto a los 5dc y a los 0di en Caramba, el resto
presentaron perfiles de expresion diferentes entre cultivares. En el gen TaAGP31-like
se observd que en Caramba aunque se expresaba a los 15dc no lo hacia a los 20dc
como en Pavon. El gen TaEXPB4 solo se expresaba a los 15dc en Pavon, mientras
gue en Caramba se expres6 a los 10dc y 15dc y a niveles mas bajos que en Pavon.

Finalmente, los genes FLA14 y FLA25 solo se expresaron a los 5di en ambos
cultivares, aunque el nivel de expresion fue mucho mayor en Pavon, y los genes
SERK2 y SERK1 que se expresaban a los 0di en Pavon, mostraron un nivel de
expresion mucho mayor a los 0di en Caramba y solo el gen SERK2 se expreso a los

10dc, aungue a un nivel bajo, en este cultivar.
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Figura 32: Andlisis de expresion de los 14 genes seleccionados por su asociacion con la
embriogénesis de la microspora en cebada, y de los genes FLA14, FLA25, SERK2 y SERK1
mediante PCR-Semicuantitativa y gel de agarosa, en los puntos 0 y 5 dias de induccion
por estrés (0di y 5di), y 5, 10, 15 y 20 dias de cultivo (5dc, 10dc, 15dc y 20dc) en los
cultivares de trigo Pavon y Caramba. 18SrDNA es el gen constitutivo utilizado como

control.
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4.11. Identificacion de genes asociados al efecto inductor de los ovarios, en cultivo
de anteras en trigo panadero

4.11.1. Caracterizacion de la expresién génica mediante PCR-Semicuantitativa de los
genes seleccionados

En el cultivo de anteras de trigo, se ha descrito que el uso de medios
preacondicionados con ovarios es esencial para la obtencion de un niumero elevado de
embriones. En el grupo de trabajo se ha estudiado la influencia del estado de
desarrollo y del genotipo del ovario en la eficiencia de la embriogénesis de la
microspora. Por un lado, los ovarios de Caramba producian mayor numero de
embriones que los de Pavon, y por otro lado, los ovarios maduros (estadio que se
corresponde con polen binucleado tardio) daban lugar a un mayor ndmero de
embriones y plantas verdes que los ovarios jovenes (estadio correspondiente a
microspora uninucleada madia a tardia). Cuando se estudié la interaccién entre
genotipo y estado de maduracién se observaron mayores diferencias en la induccién
entre ovarios maduros y jovenes en el cultivar Pavon que en el cultivar Caramba

(Castillo, datos no publicados).

Para identificar los genes asociados al efecto inductor de los ovarios se
tomaron muestras de ovarios frescos (0dc) y a los 5, 10, 15 y 20 dias de inoculacion
en medio de cultivo (5dc, 10dc, 15dc y 20dc) de ovarios jovenes y maduros de los
cultivares Pavon y Caramba. Se extrajo el RNA, se sintetizé el cDNA y se realizaron
las amplificaciones mediante PCR-Semicuantitativa utilizando los cebadores
correspondientes a los genes seleccionados, tal como se detalla a continuacion. El

gen constitutivo utilizado como control fue 18SrDNA.
Inicialmente se comprobd si los genes asociados al inicio del desarrollo

embriogénico en trigo identificados en el apartado 4.7 se expresaban en las muestras

de ovarios, observandose que sélo 6 de los genes estudiados, 2 relacionados con
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embriogénesis temprana (TAAlb y WALI6) y 4 con embriogénesis media (FLA 26,

CHI3, Tadl y XIP-R1), se expresaban en ovarios en cultivo.

Para identificar otros genes candidatos, se tuvo en cuenta la asociacién entre
el efecto inductor de los ovarios y los arabinogalactanos (AGPs) o sus productos de
degradacién descrita por otros autores. Por ello, se seleccionaron dos genes que se
expresaban en ovarios (HarvEST wheat v. 1.59) y cuya funcion estaba relacionada con
la biosintesis de glicanos complejos, como el gen COMPLEX GLYCAN LESS 1
(CGL1) (Ta.13696.1), y con su degradacion como el gen GLYCOSIDE HYDROLASE
28 (GH28) (Ta.6184.1). Otros genes candidatos se seleccionaron teniendo en cuenta
su funcibn como moléculas sefializadoras asociadas a distintos procesos de
desarrollo, y en particular en los ovarios. Asi, se seleccionaron dos “receptor-like
kinases”. FERONIA (FER) (Ta.14561.2) y “Receptor-like Kinase 5 (RLKS5)
(Ta.12025.1).

En la Tabla 24 se presentan las homologias de secuencias de los genes de
trigo seleccionados obtenidas en distintas bases de datos (HarvEST wheat v. 1.59),
Fasta- EMBL-EBI (Nucleotide Similarity Search) y PLEXdb (Plant Expression
Database). A partir de las secuencias consenso en el programa HarvEST wheat v.

1.59 se disefaron los cebadores segun el apartado 3.4.4.1 de Materiales y Métodos.
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En la figura 33 se muestran los resultados de las PCR-Semicuantitativas en
geles de agarosa. Se pudieron determinar diferencias claras en cuanto al momento de

induccién entre los genes estudiados.

Los cinco primeros genes (FLA26, CHI3, TAAlb, FERONIA y CGL1) ya se
expresaban en ovarios frescos (0dc), y en mayor o menor medida se expresan a lo
largo del cultivo. Los genes WALI6, Tadl y XIP-R1 se inducen fuertemente después
de 5dc, excepto WALI6 en ovarios jévenes de Pavon que se induce a los 10dc. Sin
embargo, Tadl y XIP-R1 Unicamente se expresaban con intensidad en ovarios
maduros de Pavon. Los dos ultimos genes GH28 y RLK5 se expresaron solo en los
ovarios frescos (0dc), y de forma débil a los 5dc, en algun caso.

También se pudieron observar diferencias en el nivel de expresién entre
ovarios jovenes y maduros. Asi, los maximos niveles de induccién se observaron en
ovarios maduros en todos los genes analizados y en ambos cultivares, excepto en el
gen GH28 que mostré un mayor nivel de expresion en ovarios jovenes de los dos
cultivares. Finalmente, se pudieron establecer también algunas diferencias en el nivel

de expresion entre cultivares, como ya se ha indicado en el caso de Tadl y XIP-R1.
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Figura 33: Andlisis de expresion de los 10 genes seleccionados mediante PCR-
Semicuantitativa y gel de agarosa en ovarios jovenes y maduros de los cultivares de trigo
Pavon y Caramba a los 0, 5, 10, 15 y 20 dias de inoculacion en el medio de cultivo (0Odc,
5dc, 10dc, 15dc y 20dc). 185rDNA es el gen constitutivo utilizado como control.
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4.11.2. Validacion de la expresion de los genes seleccionados mediante gqRT-PCR

Ya que en los estudios realizados por el grupo de trabajo, se sabia que el
efecto inductor de ovarios maduros de Caramba era mayor que del resto de los
ovarios analizados, se seleccionaron algunos de los genes que presentaban una fuerte
expresion en ovarios maduros de Caramba para un estudio mas detallado mediante
gRT-PCR. Para estos genes (FLA26, TAAlb, FER y CGL1) se disefaron cebadores
adecuados para el analisis de gRT-PCR. Como control interno se utilizé el gen

Ta27771, ya que resulto ser el mas estable.

Se tomaron muestras de ovarios frescos (0dc) y a los 5, 10, 15 y 20 dias de
inoculacion en medio de cultivo (5dc, 10dc, 15dc y 20dc) de ovarios jovenes y
maduros de los cultivares Pavon y Caramba. Para cada estadio se utilizaron 2 6 3
réplicas biologicas, y para cada réplica biolégica se utilizaron 2 réplicas técnicas. La

Tabla 28 del apartado de Anexos muestra los valores de ACT, AACT, 224¢T

y las
medias de cada réplica biolégica y técnica utilizados para el analisis. Las

amplificaciones se realizaron segun el apartado 3.4.5 de Materiales y Métodos.

Los resultados de los analisis mostrados en la figura 34 confirmaron los
resultados obtenidos por PCR-Semicuantitativa en el apartado anterior. Asi, los
mayores hiveles de expresion del gen FLA26 se obtuvieron en los ovarios maduros de
Caramba, alcanzando los mayores niveles de expresion en 15dc y destacando
especialmente las diferencias entre estos ovarios y los otros en 0dc, 5dc y 10dc
respecto a los otros tres tipos de ovarios, aunque el nivel de expresion maximo se

alcanz6 en 15dc.

El perfil de expresion del gen TAAlb, presentd una fuerte dependencia del
genotipo, observandose los niveles de expresién mas altos en ovarios jovenes (10dc)
y en maduros (5dc) de Pavon. Los genes FER y CGL1 presentaron, en general,
niveles de expresion mas bajos que los anteriores. En la figura 34 se observa que la

expresion del gen FER aumentaba a lo largo del tiempo de induccién, presentando los
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Resultados

mayores niveles de expresiéon en todos los puntos en ovarios maduros de Caramba,

con expresion maxima a los 10dc (hasta 2.3, 2.2 y 1.0 veces mas respecto al resto de

ovarios en el mismo punto). Finalmente, el gen CGL1 aunque en ovarios jévenes

aumenté su expresion a lo largo del cultivo, en ovarios maduros presentd un patron

irregular. EI mayor nivel de expresion se observé en ovarios jovenes de Pavon a los

15dc.
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Figura 34: Niveles de expresion de los 4 genes seleccionados, cuantificados mediante
gRT-PCR, a los 0, 5, 10 y 15 dias de inoculacion en medio de cultivo (Odc, 5dc, 10dc y15dc)
en ovarios jovenes (OVJ) y ovarios maduros (OVM) de los cultivares de Pavon (P) y

Caramba (C). Ta27771 es el gen constitutivo utilizado como control.
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5. Discusion






Los cereales tienen gran importancia tanto en la alimentacibn humana como en
la alimentacion animal. Se prevé que en los proximos afios serd necesario aumentar la
produccién de cereales para atender la demanda de la poblacion mundial (FAO 2011).
Para satisfacer esta demanda, los programas de mejora disponen de una amplia gama
de nuevas tecnologias cada vez mas accesibles para la creacién, andlisis y
manipulacion de la variabilidad genética. Entre estas tecnologias, las basadas en la
produccion de lineas doblehaploides (DHs) son de gran utilidad (Crouch y col. 2009).
En la dltima década ha aumentado el interés por la integracion de los DHs en
programas de mejora tanto en organismos publicos como en privados,
estableciéndose laboratorios para la produccion de plantas DHs en Europa, Canada y
Australia.

Se define como lineas DHs aquellas que se obtienen mediante la duplicacion
cromosomica de las plantas haploides y por tanto son plantas homocigoticas y fértiles
(Kasha 2005, Murovec y Bohanec 2012). Por ello, la utilizacion de estas lineas en
programas de mejora ofrece multiples ventajas, las mas importantes radican en la
posibilidad de acortar el proceso de seleccion de nuevas variedades, ya que la
homocigosis se alcanza en el menor tiempo posible (un afo), y en el aumento de la
eficiencia de la seleccién al ejercerse sobre lineas fijadas (Forster y col. 2007, Segui-
Simarro 2010). El uso de lineas DHs también ha sido beneficioso en los estudios
genéticos, en particular en la construccion de mapas genéticos (Mufioz-Amatriain y
col. 2011, Poland y col. 2012), andlisis de QTLs (Zhao y col. 2009, Riedel y col. 2011,
Dahleen y col. 2012, Castro y col. 2012, Fisk y col. 2013) y en la seleccién asistida por
marcadores moleculares (Tuvesson y col. 2007, Melchinger y col. 2011). Otra ventaja
en el uso de los DHs es la capacidad de servir como sistema modelo para estudiar el
desarrollo embrionario in vitro, debido a la gran similitud entre la embriogénesis de la
microspora y la embriogénesis zigotica (Segui-Simarro y Nuez 2008, Supena y col.
2008).

La embriogénesis de la microspora, mediante el cultivo de anteras o
microsporas aisladas, es en la actualidad el método de produccion de DHs en cereales

con mayor potencialidad. En el grupo en el que se ha realizado esta Tesis, se ha
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trabajado en los protocolos de regeneracion de plantas de cebada y trigo panadero
mediante la embriogénesis de la microspora con el fin de mejorar la eficiencia de
produccion (Cistué y col. 1994, 1999, 2003, 2006, Castillo y col. 2000, Soriano y col.
2007, 2008). Aunque la cebada se considera una especie modelo en la embriogénesis
de la microspora, algunos cultivares de gran importancia agronémica presentan tasas
de embriogénesis bajas y altos porcentajes de albinismo, especialmente en genotipos
de primavera (Mufioz-Amatriain y col. 2008). En trigo todavia sigue siendo un reto la
produccion de DHs en gran numero de cultivares (Ascough y col. 2006, Lantos y col.
2013).

Aunque en los Ultimos afios se ha hecho un esfuerzo por identificar los
mecanismos moleculares que controlan las distintas fases de la embriogénesis de la
microspora, la informacién disponible es muy limitada (Soriano y col. 2013). El
conocimiento de los mecanismos que intervienen en este proceso tienen gran interés,
ya que estos pueden contribuir a una mejora de los sistemas de produccion de plantas
DHs, y a un mayor conocimiento del desarrollo embriogénico (Supena y col. 2008,

Segui-Simarro y Nuez 2008, Mufioz-Amatriain y col. 2009b).

El objetivo final de esta tesis doctoral ha sido el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en el inicio del patron de desarrollo embriogénico de la
microspora en cereales. Se ha tomado la cebada como especie modelo para identificar
marcadores moleculares del desarrollo embriogénico y posteriormente se han

caracterizado en trigo, como especie de mayor dificultad en la produccion de DHs.

La embriogénesis de la microspora implica una reorganizacién de la expresién génica

a gran escala

El desarrollo de la gendmica funcional, que permite describir la funcion
biologica de los genes mediante el conocimiento de su actividad, y en particular, el
desarrollo de la técnica de los chips de DNA (Microarray), que permite el andlisis de
muchos genes en un solo experimento, constituyen una revolucién para la

comprension de los procesos biologicos.
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En el grupo de trabajo se adopté como estrategia para el estudio de los
mecanismos moleculares en la embriogénesis de la microspora el uso de técnicas de
transcriptomica utilizando el chip comercial 22k “Barley1 GeneChip”. Los estudios
anteriores del grupo se habian centrado en la fase de tratamiento de estrés, en la cual
la microspora cambia su patrén de desarrollo gametofitico y se produce la
desdiferenciacién adquiriendo la totipotencia celular (Mufioz-Amatriain y col. 2006,
2009 a y b). Estos estudios permitieron identificar genes asociados al pretratamiento
de estrés por manitol y ademas se pudieron determinar patrones de expresion génica,
que ya durante el tratamiento de estrés caracterizaban las fases posteriores de la
embriogénesis de la microspora, demostrando que el uso de técnicas de
transcriptomica tenia un gran valor en el estudio de la embriogénesis de la microspora

en cebada.

Para abordar el estudio de la fase de cultivo en la que la microspora se divide
produciendo estructuras multicelulares, es decir de la fase temprana de desarrollo
embriogénico, también se adopté una estrategia de transcriptémica funcional. Por ello
se realizdé un experimento mediante el 22k “Barley1 GeneChip”, considerando cuatro
puntos para el estudio: las anteras antes del tratamiento de induccién por estrés (0di) y
4 dias después de este tratamiento (4di), y las anteras después de 4 y 8 dias de
cultivo (4dc y 8dc) en la linea DH6148 de alta capacidad embriogénica. Como
resultado de este estudio se seleccionaron 11.454 genes con expresion diferencial

cuando se comparaban dos puntos entre si.

A partir de este analisis inicial, en este trabajo se adoptd un criterio de filtrado
restrictivo (“Fold change” > 5.0) para seleccionar 7.578 genes de entre los 11.454
genes previamente seleccionados (Tabla 16). De estos genes, un 55% (4.140 genes)
cambiaban su expresion durante la fase de induccion por estrés (4di vs. 0di), y el 65%
de ellos disminuian su expresion. Hay que tener en cuenta que la antera en Odi esta
siguiendo un patron de desarrollo gametofitico, caracterizado por un transcriptoma con
una alta proporcién de transcritos que codifican para proteinas estructurales,
traduccién y metabolismo (Whittle y col. 2010) y que el tratamiento de estrés severo

implica no sélo una activacion de una respuesta a dicho estrés sino también la
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represion del patron gametofitico y la desdiferenciacién de la microspora para adquirir
la totipotencia. En esta fase los mayores cambios en el transcriptoma (Figura 9) se
asocian a genes relacionados con metabolismo, transporte celular y respuesta a
estrés, como se habia descrito previamente (Hosp y col. 2007a, Jacquard y col. 2009a,
Mufioz-Amatriain y col. 2006). La reorganizacibn en las anteras después del
tratamiento de estrés queda también claramente de manifiesto morfolégicamente, ya
gue después del tratamiento de estrés el tapetum se ha degradado, las microsporas
han perdido su posicion periférica en el locus de la antera, aumentan de tamafio, y en

algunos casos se reduce la vacuola (Figura 7 y 8).

Al inicio del desarrollo del patrén embriogénico (4dc vs. 4di) las microsporas
han cambiado su morfologia interna, la vacuola ha revertido y muestra un citoplasma
denso, y en algunos casos ya se han iniciado las primeras divisiones (Figura 7 y 8).
En esta fase 3.074 genes cambian su expresion (40,5% del total), siendo en este caso
ligeramente mayor el nUmero de genes que aumentan su expresién que los que la
bajan. Al igual que en las otras fases, el mayor nimero de cambios se dio en genes
relacionados con metabolismo. La dominancia de los cambios en procesos
metabdlicos al inicio de la embriogénesis de la microsporas habia sido descrita por
Malik y col. (2007), Tsuwamoto y Takahata (2008) y Stasolla y col. (2008) en Brassica.
También se identificaron genes relacionados con transporte celular y respuesta a
estrés. Sin embargo, destaca el aumento de genes asociados a ciclo celular
(procesamiento de DNA), trascripcion y sintesis de proteinas (biogénesis de ribosomas
y traduccion) como también habia sido descrito por Malik y col. (2007), indicando la

activacion de mecanismos de crecimiento y desarrollo celular (Figura 9).

Finalmente sélo 364 genes cambiaron su expresion al comparar 8dc vs. 4dc, a
pesar de que las microsporas continuaban dividiéndose formando estructuras
multicelulares, y en algunos casos se habia iniciado la rotura de la exina (Figura 7 y 8).
Sin embargo, el 70% de los cambios consistian en un aumento de la expresion,
destacando el aumento de genes relacionados con componentes celulares (pared
celular y nucleo) y diferenciacion celular (morfogénesis y muerte celular) (Figura 9).

Estos resultados coinciden con los descritos por Maraschin y col. (2005a y c¢) que
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habian asociado procesos de muerte celular programa con la rotura de la exina. Por lo
tanto esta fase reflejaba una continuidad de los procesos iniciados en la fase anterior

gue iba acompafnada de una mayor complejidad estructural.

La fase inicial de desarrollo embriogénico implica la activacién de novo de un conjunto
de genes

Aunque el proceso de la embriogénesis de la microspora ha sido ampliamente
estudiado, una de las cuestiones que todavia no tiene respuesta es el punto exacto en
el que se inicia el desarrollo embriogénico (Soriano y col. 2013). Aunque se han
intentado determinar marcadores morfolégicos que sefialen dicho punto como: el
reordenamiento del citoesqueleto, que mueve el nucleo al centro de la célula dando
lugar a la morfologia “star-like” (Gervais y col. 2000); la primera divisibn mitotica
simétrica, o del nacleo vegetativo del polen binucleado; la autofagia y remodelacion
citoplasmica (Corral-Martinez y Segui-Simarro 2012), estos marcadores no pueden
considerarse lo suficientemente fiables para la identificacion temprana de las
microsporas que daran lugar a embriones (Soriano y col. 2013).

Existe la necesidad de recabar mas informacion de los mecanismos
moleculares que intervienen en esta fase, asi como identificar genes candidatos a ser
marcadores moleculares del proceso. Sin embargo, la heterogeneidad de los cultivos,
en los que solo una pequefia proporcién de las microsporas daran lugar a embriones,
y la posible coexistencia en el tiempo del patrén de desarrollo gametofitico vy

esporofitico de la microspora dificultan su identificacion (Soriano y col. 2013).

En este estudio la utilizacion de una linea altamente embriogénica y la toma
como punto de estudio de 4 dias de cultivo de anteras (4dc), en el que el tapetum se
ha degradado (Figura7) (Mufioz-Amatriain y col. 2009c¢) y existe una expresion minima
de genes de polen (Maraschin y col. 2005b, Pulido y col. 2009), han permitido
identificar 1.797 genes (Tabla 16) que se activaban simultdneamente en la fase inicial

del desarrollo embriogénico de la microspora (Figura 10).
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Sin embargo, no todos estos genes tenian el mismo perfil de expresion a lo
largo del proceso. Asi se pudieron determinar 13 cllusteres de expresion que
correspondian a tres patrones basicos (Figura 11 y 12). En primer lugar, genes cuyos
niveles de expresion disminuyen por el tratamiento de estrés pero que en 4dc son
similares a los niveles en 0di, entre los que destacan, por un mayor porcentaje frente a
los otros grupos, los asociados a procesos metabdlicos (metabolismo de fosfatos),
transporte celular (substratos celulares). También se incluian en este grupo genes
asociados a respuesta a estrés (estrés osmotico y salino) como habia sido descrito por
Mufoz-Amatriain y col. (2006) y genes asociados a procesos de diferenciacion celular
(morfogénesis) y desarrollo (desarrollo embrionario), como el gen BABY BOOM
(BBM), descrito por Boutilier y col. (2002). Estos genes podrian ser representativos de
procesos bésicos de funcionamiento celular y desarrollo.

El segundo patrén de expresion corresponde a genes con niveles bajos de
expresion en 0di y que aumentaban progresivamente su expresion en 4di y 4dc, entre
los que destacan genes relacionados con la regulacién del metabolismo (regulacién de
la actividad proteica), la respuesta a estrés (temperatura) y la diferenciacion celular
(crecimiento celular y muerte celular). Este ultimo proceso también habia sido descrito
por Maraschin y col. (2005a y c), por lo que estos genes podrian ser representativos

de mecanismos de crecimiento y desarrollo celular.

Finalmente, un ultimo grupo corresponde a genes activados de novo en 4dc, y
gue por lo tanto no corresponden a mecanismos activos en la microspora uninucleada
ni activados durante el tratamiento de estrés, ni a mecanismos activos en los tejidos
esporofiticos de la antera, ya que estan degradados. Tampoco corresponden a un
patron de desarrollo gametofitico ya que la mayoria de las microsporas que han
seguido ese tipo de desarrollo ya han degenerado (Malik y col. 2007, Tsuwamoto y
Takahata 2008, Stasolla y col. 2008, Maraschin y col. 2005a y c). Por lo tanto, estos
genes activados de novo en 4dc estan asociados a un patron de crecimiento y
desarrollo nuevo, que corresponde al inicio del desarrollo embriogénico. En este grupo
destacan con mayores porcentajes los genes asociados a sintesis de proteinas de

reserva, procesos de transcripcion (sintesis de RNA), biogénesis de componentes
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celulares (pared celular y nucleo). La expresion de genes relacionados con pared y
membrana celular, comunicacion celular y sefiales de transduccion, y sintesis de
proteinas, también habian sido descritos en etapas tempranas de la embriogénesis de

la microspora en Brassica (Malik y col. 2007).

De entre los genes de este grupo los correspondientes a los cllsteres 4 y 7
agrupaban los genes con un mayor nivel de activacion a los 4dc (Figura 13 y 14). El
perfil de expresion correspondiente al cluster 7 es especifico de 4dc y engloba 44
genes. En este cluster sélo se han podido clasificar funcionalmente el 68.2% de los
genes al no presentar el resto homologia con genes conocidos. La mayor proporcion
de genes corresponden a procesos metabdlicos (hidrolasas, quitinasas y trehalosa
fosfatasa) (Tabla 18, Figura 15). En estudios realizados por Malik y col. (2007) y
Joosen y col. (2007) en Brassica, también se habian identificado genes relacionados
con metabolismo de los carbohidratos e hidrolasas.

Pero el claster 7 destaca por tener una mayor proporcion, que el resto de los
clusteres, de genes relacionados con respuesta a estrés entre los que encontramos
genes relacionados con estrés hidtico (quitinasas) y oxidativo (peroxidasas), y energia
(glucégenos y trehalosa). También destacan las categorias de transcripcion y
diferenciacién celular, entre ellos VIVIPAROUS 1 (VIP1) (Cassaretto y Ho 2003, Hobo
y col. 1999) relacionado con sefializacion por ABA, y dos genes de expresion en el
endospermo: RGE1 (RETARDED GROWTH OF EMBRYO 1) asociado con el control
de desarrollo del embrién en Arabidopsis (Kondou y col. 2008) y PR9 (ENDOSPERM
TRANSFER CELL SPECIFIC PR9) que se expresa en las células de transferencia del
endospermo (Li y col. 2008a). Estos resultados nos indican que en los primeros dias
de cultivo la microspora ha de adaptarse a las nuevas condiciones mediante cambios
metabdlicos y de respuesta a estrés, al mismo tiempo que se activan nuevos procesos

transcripcionales.

Los genes del cluster 4 se activaban fuertemente a los 4dc y se mantenian
activos en mayor o menor medida en 8dc. De los 69 genes del cluster 4, so6lo en el

69,5% se pudo establecer homologias con secuencias de genes conocidos. Estos
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genes se asociaron a funciones marcadamente distintas del resto de clisteres, con
una mayor proporcion de genes relacionados con componentes celulares como
arabinogalactanos y expansinas que determinan cambios en la pared celular, o como
las proteinas formin-like y actin-binding asociadas a la reorganizacion del
citoesqueleto. También hay una mayor proporcién de genes asociados a transcripcion
como los factores transcripcionales del tipo HAPs y MADS-box y proteinas de reserva
como prolaminas, y una menor proporcion de genes de metabolismo (Figuras 13, 14y
15). La expresion de estos genes estaria de acuerdo con cambios morfolégicos en la
microspora relacionados con crecimiento y diferenciacion (Maraschin y col. 2006, Hosp
y col. 2007a).

Hay que destacar que también formaban parte de este clluster genes asociados
a la célula generativa del polen como LGC1 (LILIUM GENERATIVE CELL 1) que se
expresa en la membrana plasmatica de las células generativas del polen (Mori y col.
2005) y ECA1 (gametogenesis related family protein). Ademas se identificaron genes
asociados a endospermo, como MEGL3 (MATERNALLY EXPRESSED GENE)
asociados a la region basal de transferencia del endospermo (Gutierrez-Marcos y col.
2004) y PR60 (ENDOSPERM TRANSFER CELL SPECIFIC PR60) (Kovalchuk y col.
2009).

La presencia en estos cllusteres de genes cuya funcién estaba asociada a
distintos tejidos, érganos y etapas del desarrollo nos llevé a la caracterizacién de sus
perfiles de expresion en el experimento BB3 (Transcription patterns during barley
development) de la base de datos PLEXdb (Figura 18). Segun este andlisis en las
fases tempranas de la embriogénesis de la microspora efectivamente se co-expresan
genes especificos de: embriébn como el que codifica para una AP2-proteina de la
familia de los factores transcripcionales AP2/ERF, involucrados en mdltiples procesos
de regulacion, sefializacion y respuesta a estrés (Sakuma y col. 2002, Salemme y col.
2013); endospermo y desarrollo inicial de la semilla como PR60, LGC1, ECAl y RGEL.
También identificamos genes con niveles de expresion bajos en todas las fases del

desarrollo, y que por lo tanto parecen ser especificos de la embriogénesis de la
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microspora, especialmente entre los genes del clister 7, como una Chitinasa y PWI

(splicing factor PWI domain-containing protein) (Tabla 20).

La identificacion de genes especificos de embrién esta de acuerdo con la
existencia de una semejanza entre el desarrollo embriogénico de la microspora y el
embrién zigdtico. Esta semejanza ha despertado gran interés en los ultimos afios por
la posibilidad de que la embriogénesis de la microspora pudiera servir como sistema
modelo para estudiar el control de las primeras fases del desarrollo del embrion
zigGtico, al solventar los problemas de accesibilidad y de cantidad de material que se
puede obtener para realizar estudios con herramientas genémicas (Pauls y col. 2006,
Supena y col. 2008, Segui-Simarro y Nuez 2008).

Asi mismo la identificacion de genes asociados a endospermo en la
embriogénesis de la microspora habia sido previamente descrita en maiz, como los
genes ZMESR2 y ZmAE3 que codifican para proteinas ESR (embryo-surrounding
region) (Massonneau y col. 2005) y que podrian estar involucradas en procesos de
sefalizacién durante el desarrollo del embrion (Testillano y col. 2010). También se
habia descrito, en estructuras heterogéneas procedentes de embriogénesis de la
microspora en maiz, la presencia de un dominio con caracteristicas de endospermo,
células grandes de cromatina no condensada y citoplasma laxo (Testillano y col. 2002,
2010).

La co-expresion en las estructuras multicelulares embriogénicas de genes
asociados a distintos patrones de desarrollo, asi como especificos de la embriogénesis
de la microspora, nos llevd a realizar una caracterizacion mas detallada de la
expresion génica de genes representativos del conjunto de genes que se expresan y

de los mecanismos moleculares implicados.
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Complejidad de los mecanismos moleculares asociados a la fase inicial de

desarrollo embriogénico en cebada

Aunque los datos obtenidos del experimento de transcriptobmica eran
reveladores del cambio en el patrén transcripcional que acompafa el inicio de la
embriogénesis de la microspora, este recogia transiciones morfolégicas muy amplias.
Esto es debido a que entre 4dc vs. 4di se produce el paso de microsporas en su
mayoria en fase uninucleada vacuolada y solo algunas con regresién de la vacuola,
“star-like” o binucleadas, a microsporas con citoplasma denso en las que ya se habian
producido varias divisiones. También al ser el ultimo punto analizado 8dc, en el que la
mayoria de las microsporas todavia se encuentran dentro de la exina, quedaban fuera
del estudio de transcriptémica las fases mas avanzadas en las que se observa los
primeros signos de caracter embriogénico de las estructuras. Ademas para entender la
naturaleza de los mecanismos implicados era necesario conocer la expresion de los
genes identificados con otros sistemas de desarrollo, y en particular con la
embriogénesis zigbtica. No obstante, conviene destacar que las fases iniciales del
desarrollo del embrién zigético no estaban representadas en este estudio al utilizarse
cariépsides completas y el estadio de los embriones zig6ticos aislados se corresponde
con embriones derivados de microsporas de 20 dias de cultivo o posteriores. Asi
mismo, se estudio la relacion directa de estos genes con la capacidad embriogénica
de diferentes lineas de cebada. Por todo ello se acometieron una serie de
experimentos de caracterizacion de la expresibn de un conjunto de genes
representativos de los clusteres 4 y 7 (Tabla 19, Figura 16) mediante PCR-

Semicuantitativa.

Aunque los genes se habian seleccionado en el experimento de
transcriptomica por su induccion a los 4 dias de cultivo, se comprobé que, en gran
parte de los genes la induccion se producia antes de 4dc, asi como la desactivacion se
producia después de 8dc. Asi se pudieron clasificar los genes segun el dia de cultivo

en el que se producia su induccion (Figura 35).
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Debido a la asincronia del desarrollo de las microsporas, en los cultivos
anteriores a 4dc (1dc y 2dc) observamos la convivencia de microsporas en estado
uninucleado vacuolado, con la morfologia “star-like” y microsporas en las que ya se ha
producido la primera division. La proporcidén de estructuras en una u otra fase depende

del dia de cultivo.

En 1dc la mayoria de las microsporas han aumentado su tamafio y presentan
una morfologia de microspora vacuolada o con el ndcleo en posicion central (Figura 8).
Anteriormente, solo un estudio habia abordado el analisis de los mecanismos
moleculares implicados en el inicio del patron de desarrollo embriogénico antes de la
primera division (Maraschin y col. 2006), describiendo la activacion de mecanismos de
protedlisis, respuesta a estrés, inhibicion de la muerte celular programada y rutas de

sefializacion relacionadas con la adquisicion del potencial embriogénico.

En nuestro estudio en 1ldc se inducen tres de los genes seleccionados,
ENOD93 (EARLY NODULIN 93), Hv-MEl1 (Hordeum vulgare-MICROSPORE
EMBRYOGENESIS 1) y TPD1 (TAPETUM DETERMINAN 1) (Figura 35).Todo parece
indicar que aungque estos genes puedan tener funciones coincidentes se asociarian a
distintos mecanismos moleculares, ya que su expresion decae en tres fases que
corresponden a estructuras morfolégicas muy distintas, y los patrones de expresion en
embriogénesis zigética y tejidos vegetativos también era muy distinta: TPD1 en
desarrollo de la cariopside hasta 8 DAP, Hv-MEL1 tan solo en cari6pside de 8 dias y en
raiz y ENOD93 en caridpside de 2 a 8 DAP y en embrion zig6tico de 10y 12 DAP.

De los tres genes, TPD1 es el que presenta una expresion mas especifica ya
que Unicamente se expresa hasta los 4dc. TPD1 codifica a una proteina secretada que
interviene en sefializacion durante la diferenciaciéon celular del tapetum en Arabidopsis
y arroz (Yang y col. 2003, Jia y col. 2008, Zhao y col. 2008). Se ha descrito que su
homélogo en maiz MULTIPLE ARCHESPORIAL CELLS 1 (MAC1) actuaria
determinando la orientacion de las divisiones que preceden a la diferenciacion celular
(Kelliher y Walbot 2012). Recientemente Leljak-Levanic y col. (2013) describieron al

gen TaTPD1-like como marcador de la reprogramacion zigética temprana en trigo,
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interviniendo en la comunicacién celular entre el proembrién de dos células y los

tejidos que lo rodean o entre la célula basal y apical del embrién.

Los otros dos genes inducidos en esta fase se expresaban hasta los 12 y 16dc
cuando ya las estructuras embriogénicas estaban bien desarrolladas. El gen Hv-ME1
codifica a una proteina desconocida que presenta cierta especificidad de expresion en
cariopside de 8 dias y en raiz. Finalmente, el gen ENOD93 pertenece a la superfamilia
de proteinas que también incluye las “plastocyanins” y “phytocyanins” y que tienen
cierta homologia con los arabinogalactanos (AGPs) (Ma y col. 2011). Las ENOD son
proteinas de membrana plasmética (Khan y col. 2007) que en leguminosas intervienen
en la induccién temprana de la nodulacion, actuando como transductores de la sefial
por calcio y auxinas en la desdiferenciacion y divisién de las células corticales de la
raiz (ver revision en Oldroyd y Downie 2008). En la embriogénesis de la microspora en
tabaco se habia descrito la induccion del gen NtEPc (EMBRYOGENIC POLLEN-
ABUNDANT PHOSPHOPROTEINS) que presentaba homologia con las ENOD y que
se considerdé como un gen marcador de la diferenciacion embriogénica temprana (Kyo
y col. 2000, 2002).

Tanto TPD1 como ENOD intervienen en mecanismos de determinacion celular a
través del establecimiento de cierta polaridad asociada a la division celular. El
establecimiento de una polaridad apical-basal parece ser uno de los primeros
requisitos al inicio de la embriogénesis. Sin embargo en la embriogénesis de la
microspora se desconocen los mecanismos que intervienen en su creaciéon (Soriano y
col. 2013). Se ha postulado que en microsporas aisladas, al carecer de referencias
posicionales por no tener tejidos alrededor, la polaridad podria derivar de una
preexistente en la microspora por la presencia del poro o las propiedades de la pared
celular (Hause y col. 1993, Indrianto y col. 2001). Nuestros resultados parecen indicar,
gue auque podria existir una polaridad previa en la microsporas, el inicio de la fase de
cultivo parece desencadenar nuevos mecanismos que intervienen en el
establecimiento de la polaridad en la microspora, pero mientras unos serian mas

especificos otros intervendrian en el desarrollo embriogénico hasta etapas avanzadas.
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Discusion

L

MADS1, POEI52

16
EMBRIOGENESIS DE LA MICROSPORA

Figura 35: Relacion entre perfiles de expresion génica y estructuras de microsporas
aisladas a lo largo del cultivo de anteras, en los 16 genes de la embriogénesis de la
microspora en cebada y del gen FUS3 relacionado con embriogénesis zigdtica. El punto 0
corresponde a 4 dias de tratamiento de induccion por estrés (4di).
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A los 2 dias de cultivo se observa un mayor nimero de microsporas en las que
ya se ha producido la primera divisién y tienen el citoplasma mas denso. Ya se
distinguen las microsporas que no han inducido por un tamafio menor, y por sus
caracteristicas que son similares a las microsporas en el estado Odc (Figura 8). En
este punto se inducen 10 genes, que al igual que ocurria en los genes inducidos a 1dc

bajan su expresion en distintas fases del cultivo (Figura 35).

Los dos genes que presentan una expresion mas especifica de esta fase son
OPR12 (12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE) y BBI (BOWMAN-BIRK TYPE
TRYPSIN INHIBITOR). Asi mismo, los dos genes presentan una gran especificidad de
expresion en los mismos tejidos ya que OPR12 se expresa Unicamente en raiz y BBI
en raiz principalmente, aunque también se expresa en embrién de 12 DAP con menor
intensidad. El gen OPR12 (12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE) codifica para un
miembro de un familia pequefia de oxidoreductasas que participan en la ruta de
sintesis de &cido jasmonico (JA) (Schaller y Weiler 1997). El acido jasmonico y sus
derivados regulan distintas respuestas a estrés y también a varios procesos del
desarrollo, como el desarrollo floral y la inducciébn de senescencia (Santino y col.
2013). Cuando se ha estudiado el efecto de la aplicacibn exdgena de JA en la
embriogénesis de la microspora en Brassica, se observd que este sélo afectaba a la
regeneracion de embriones, evitando la germinacién precoz (Wilen y col. 1991,
Ahmadi y col. 2013). El gen BBl (BOWMAN-BIRK TYPE TRYPSIN INHIBITOR)
codifica para proteinas ricas en cisteina con una actividad inhibidora sobre las
proteasas (Song y col. 1999, Lin y col. 2006). Se ha descrito que BBI esta involucrado
en el mecanismo de respuesta a distintos estreses (Lin y col. 2006, Shan y col. 2008).
La funcion de estos genes podria estar relacionada con la respuesta a estrés asociada
a la adaptacion de las microsporas a las nuevas condiciones de desarrollo, tal como se
habia descrito en la embriogénesis de la microspora en cebada (Maraschin y col.
2006).

Un segundo grupo de genes estd formado por FMNL14 (FORMIN-LIKE
PROTEIN 14), EA1 (EGG APPARATUS-1) y HAP3/LEC1 (LEAFY COTYLEDON1-type

HAP3) que se expresaban a lo largo de todas las fases del desarrollo embriogénico de
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la microspora. Este grupo esta caracterizado también por su expresion casi especifica
en embrién de 10-12 DAP, aunque también se aprecia una expresién muy débil en el
desarrollo de caridépside, que puede provenir del embridn, y que queda enmascarada

por su expresién en otros tejidos de la caridpside.

El gen FMNL14 codifica para la unica formina que funciona como una proteina
de union entre los microtubulos y los microfilamentos, y por tanto jugaria un papel
importante en la division celular (Li y col. 2010). El gen EA1 pertenece a una clase de
proteinas pequefas secretoras (Gray-Mitsumune y Matton 2006) que primero se
identificaron por su papel en los procesos de atraccion y guia del tubo polinico (Marton
y col. 2005, 2012), pero recientemente también se ha descrito su papel en procesos de
sefializaciébn en el desarrollo de embriones zigéticos tempranos de trigo (Leljak-
Levanic y col. 2013). Finalmente, el gen HAP3/LEC1 codifica una subunidad de
CCAAT-box-binding factor (CBF), que se expresa en el inicio del desarrollo de la
semilla (Xie y col. 2008, Thirumurugan y col. 2008). El gen LEAFY COTYLEDON 1
(LEC1) es un regulador de la identidad del embrion (West y col. 1994), y se ha descrito
su expresion durante el desarrollo temprano de la embriogénesis de la microspora en
Brassica (Malik y col. 2007, Stasolla y col. 2008).

En el desarrollo de la embriogénesis de la microspora, una de las cuestiones
gue quedan por resolver es el punto inicial de la adquisicion de la identidad
embriogénica. En Brassica, al estudiar la expresiéon de factores transcripcionales que
se expresan en embrién zigdtico, se observo que estos ya se podian detectar a los 1-2
dias de cultivo de microsporas, indicando que la identidad del embrién se establece al
producirse las primeras divisiones esporofiticas (Malik y col. 2007). La induccién de un
gen que presenta homologia con el gen LEC1 a los 2dc en cebada parece indicar que
también en esta especie el caracter embriogénico de las estructuras se establece

durante las primeras divisiones.

Dos de los genes que se inducen a los 2dc, PcL (PLASTOCYANIN-LIKE
DOMAIN CONTAINING PROTEIN) y MEGL7 (MATERNALLY EXPRESSED GENE 7)

gue aumentan su expresion hasta los 6dc, bajando posteriormente en fases mas
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avanzadas de la embriogénesis de la microspora, se expresan durante el desarrollo de
la cariépside pero no en embrién de 10-12 DAP, ni en tejidos vegetativos. El gen PcL
codifica para una “phytocyanin” perteneciente a la misma superfamilia que las ENOD
(Dong y col. 2005). Las “phytocyanin” se han descrito como proteinas extracelulares
del tipo AGP que estarian unidas a la membrana plasméatica y actuarian en procesos
de atraccién y guia del tubo polinico (Dong y col. 2005), pero también se han
encontrado en embriébn y en endospermo (Huang y col. 2009). El gen MEGL7
pertenece a la familia de proteinas ricas en cisteina, pequefias y glicosiladas, que se
expresan principalmente en el endospermo. En esta familia sélo se ha caracterizado el
gen MEG1 cuya expresion es exclusiva en la region basal de transferencia del
endospermo en maiz (BETL) (Gutierrez-Marcos y col. 2004) donde participaria en el
establecimiento y diferenciacion celular de dicha region (Costa y col. 2012, Barrero y
col. 2009).

Los otros tres genes que se inducen a los 2dc son especificos de la
embriogénesis de la microspora 0 su expresion no es apreciable en los érganos y
tejidos analizados, ni en los datos del experimento BB3 de cebada. Dos de los genes
de este grupo Hv-ME2 y Hv-ME3 (MICROSPORE EMBRYOGENESIS 2 y 3) caodifican
para proteinas de funcién desconocida. El tercer gen ECA1 (EARLY CULTURE
ABUNDANT 1) se habia introducido en nuestro andlisis como control del proceso ya
gue se expresaba en etapas tempranas de la embriogénesis de la microspora en
cebada (Vrinten y col. 1999, Pulido y col. 2009). Este gen presenta cierta homologia
con las AGPs (Vrinten y col. 1999), y se ha demostrado que también se expresa en la
ovocélula antes de la fertilizacién en trigo y arroz (Sprunck y col. 2005, Ohnishi y col.
2011). Sin embargo, en nuestro estudio ECA1 se expresé durante la embriogénesis

temprana, media y tardia de la microspora.
Finalmente cuatro genes se inducen a los 4 dias de cultivo (Figura 35), cuando

ya se aprecian microsporas con el citoplasma mas denso y en las que ya se han

producido varias divisiones (Figuras 7 y 8).
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Entre estos genes que se inducen en esta fase podemos diferenciar dos
grupos. El primero corresponde a los genes KUN1 (KUNITZ-TYPE TRYPSIN
INHIBITOR PRECURSOR-PROTEIN) y PR60 (ENDOSPERM TRANSFER CELL
SPECIFIC PR60) que se expresan Unicamente hasta 8dc, punto en el que las
microsporas empiezan a romper la exina. Curiosamente, estos genes como lo hacian
PcL, MEGL7 se expresan en el desarrollo de la caridpside, pero mientras KUN1 de
una forma especifica, PR60 también se expresa en embrion de 10 DAP aunque su
expresion ya decae a los 12 DAP. El gen KUN1 codifica para un inhibidor de serin-
proteasas que inicialmente se consideraba como una proteina de reserva de la semilla
(Jofuku y Goldberg 1989), pero que también interviene en la germinacién del embrion
y formacion del cotiledén (Perez-Grau y Goldberg 1989), y en la regulacion de muerte
celular programada durante la interaccion planta-patogeno (Li y col. 2008b).
Recientemente también se ha descrito su papel en la proteccién de la degradacion de
proteinas claves en zonas de crecimiento activo, en la regulacion del balance entre
sintesis de proteinas y degradacion, en la divisién celular o en los primeros estadios
de formacion de nédulos (Islam 2013). El otro gen de este grupo codifica para una
PR60 que corresponde a una proteina pequefia rica en cisteina con funcién en
sefalizacién. Se ha descrito que PR60 actuaria en el desarrollo temprano de la
semilla, se expresa en las células de transferencia del endospermo e interactiia con
otras proteinas durante la regulacién y degradacion de péptidos de sefalizacién
(Kovalchuk y col. 2009, Liy col. 2008a).

Los otros dos genes inducidos a los 4dc, POEI52 (POLLEN OLE E
ALLERGEN) y MADS1, aunque se expresaban hasta los 16dc presentaban patrones
de expresion distintos. Asi, MADS1 aumentaba su expresion a medida que avanzaba
el desarrollo embriogénico de la microspora, y se expresaba en desarrollo de la
cariopside, embrion y raiz, mientras que POEI52 presentaba su maxima expresion a
los 4-6dc, y también se expresé en embrion zigético de 10 y 12 DAP. MADS1
pertenece a la familia de factores de transcripcion MADS box que son importantes en
muchos procesos del desarrollo vegetativo y reproductivo, en particular en procesos
de diferenciacion (Smaczniak y col. 2012). MADS1 es un gen de trigo (TaMADS1) que
pertenece al grupo de MIKCc-MADS y que se asemeja a un gen SEPALLATA-like
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(SEP-like) que se expresa en los primordios de 6rganos florales, pero también en el
desarrollo de caridpside (6-12 DAP) (Zhao y col. 2006a y b). El gen POEI52 codifica a
un miembro de la familia de extensinas, componentes de la pared celular que juegan
un papel fundamental en la extension de la pared celular durante el crecimiento celular
(Sampedro y Cosgrove 2005). El gen modelo es el Ole e 1 que se expresa en las
paredes extracelulares del tubo polinico y que presenta homologia con la proteina
LAT52 que participa en vias de sefializacion de transduccion en la guia del tubo
polinico (de Dios Alché y col. 2004).

Al mismo tiempo, a los 4dc, se iniciaba la expresion de uno de los genes que
se han asociado con la maduracién de embriobn FUS3 (FUSCA 3), aunque el maximo
nivel de expresién se alcanzaba a los 8dc (Figura 24), indicando que el caracter
embriogénico estaba ya establecido en las estructuras derivadas de las microsporas y
se iniciaba una nueva etapa con mayor presencia de mecanismos de diferenciacion

celular.

Del andlisis de los 16 genes seleccionados hay que destacar que 4 (TPD1,
PcL, MEGL7 y KUN1) se expresaban en el desarrollo de la cariépside hasta los 8 DAP
pero no lo hacian en embriéon de 10 DAP. Ademas, en el analisis de transcriptomica
utilizando los datos del experimento BB3, el nUmero de genes que se inducian en la
embriogénesis de la microspora y que se expresaban en el desarrollo de la cariépside
y en el endospermo aumentaba, incluyendo genes con homologia con ECA1l
(gametogénesis related family), RGE1 (RETARDED GROWTH OF EMBRYO 1), la
proteina B12D, una proteina que contiene un dominio AP2 y una expansina, pero
también PR60. Se habia descrito que algunos de estos genes se expresaban en
regiones especificas del endospermo: MEGL7 en la region basal de transferencia
(basal endosperm transfer layer, BETL), que interviene en la captacion de nutrientes
de los tejidos maternos; RGE1 y PR60 en la regién que rodea el embrién (ESR), que
tiene un papel protector y nutritivo del embrion; B12D en la aleurona, que participa en
la degradacion y movilizacién de sustancias de reserva en la germinacion. En todos
estos tejidos se han descrito funciones en la regulacion de la embriogénesis, y también

en todos ellos se acumulan las auxinas (Forestan y col. 2010).
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La expresion de genes especificos de endospermo durante la embriogénesis
de la microspora ya habia sido descrita anteriormente en maiz (Magnard y col. 2000,
Massonneau y col. 2005). Los genes identificados correspondian a los genes ZmAE
(Zea mays ANDROGENIC EMBRYO 1), de los cuales uno de ellos tenia homologia
con una proteina que contiene un dominio “epidermal growth factor” (EGF-like) de
proteinas de membrana (Magnard y col. 2000). Los otros genes identificados eran los
llamados ESR ya que se expresaban especificamente en la “embryo surrounding
region” (ESR) del endospermo joven y alguno de ellos presentaban homologia con un
dominio de CLAVATA3 (CLV3) que interviene como péptido secretado en sefalizacion
en procesos de desarrollo (Opsahl-Ferstad y col. 1997, Bonello y col. 2000, 2002).
Aunqgue inicialmente se sugiri6 que la expresion de estos genes podria estar
relacionada con la presencia de dos dominios en las estructuras embriogénicas, uno
de caracter embridon y otro de caracter endospermo, se observé que estos genes se
expresaban en los dos dominios (Magnard y col. 2000, Massonneau y col. 2005) y en
las distintas estructuras presentes en los cultivos, localizandose en la pared celular de

las células del embrién derivado de microsporas (Testillano y col. 2002, 2010).

Nuestros resultados confirman que sefales producidas en distintas regiones
del endospermo y que se necesitan en la embriogénesis zigo6tica para el correcto
desarrollo del embrién, serian asumidas por el embrion per se en la embriogénesis de
la microspora. Resultados similares se han descrito para el gen ZHOUPI que controla

la formacién de la cuticula del embrién (Yang y col. 2008, Xing y col. 2013).

Al disponer en el grupo de trabajo de lineas DHs de cebada casi isogénicas
pero con distinta capacidad embriogénica (Mufioz-Amatriain y col. 2008), la
comparacion de los perfiles de expresion de los genes seleccionados de estas lineas
nos permitia dilucidar que genes podrian ser considerados como marcadores

tempranos del desarrollo embriogénico de la microspora.

En una primera aproximacion al comparar las lineas DH6148 y DH6183, que
diferian basicamente en el caracter embriogénico de las estructuras obtenidas, se

observo que todos los genes se inducian en DH6183 a los 4dc al igual que en
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DH6148. Ademas, la mayoria de los genes presentaban el mismo perfil de expresién
en 4dc y 8dc, aunque se podian apreciar algunas diferencias significativas (Figura 21 y
22). Curiosamente estas diferencias parecian centrarse en los genes de expresion
especifica de las primeras fases del cultivo como TPD1, OPR12 y Hv-ME3, ya que
eran genes cuya expresion bajaba a los 4, 6 6 8dc en el genotipo embriogénico (DH
6148) y se prolongaba en el tiempo en la linea no embriogénica (DH6183). También se
observaron diferencias en los niveles de expresion de algunos genes, siendo en
general mayor el nivel en la linea menos embriogénica como en FMNL14, BBI,
MADS1, PR60 y KUN1. No se observaron diferencias entre lineas en el resto de los
genes estudiados. El gen ECAL propuesto como marcador de la induccion de la
embriogénesis de la microspora en cebada (Pulido y col. 2009), no presento
diferencias de expresion entre las lineas, lo que indica que su funcién no esta

relacionada con la capacidad embriogénica.

Para identificar con mayor claridad las diferencias entre lineas se amplié el
estudio a la linea DH6004 de muy baja capacidad embriogénica por el nimero muy
bajo de estructuras que se forman (Tabla 15, Figura 6 y 21). Ademas se tomaron fases
anteriores y posteriores a 4-8dc, de este modo se analizaban fases mas avanzadas
del cultivo en las que ya se pueden observar signos claros del caracter embriogénico
de las estructuras. En este analisis se apreciaron diferencias muy claras entre las

lineas.

En dos genes, FMNL14 relacionado con cambios en el citoesqueleto en la
division celular y MADS1 implicado en la diferenciacion celular se producian retrasos
en la induccion en los genotipos menos embriogénicos. Y en los genes TPDI1,
implicado en la reorganizacion embriogénica inicial, OPR12, que interviene en la ruta
de sintesis del acido jasménico, y el gen PR60, que participa en cascadas de
sefializacion, la desactivacion se produce antes en el genotipo mas embriogénico. Dos
genes, BBl y KUN1, relacionados con mecanismos de respuesta a estrés presentaban
perfiles de expresion muy distintos entre lineas. Asi, mientras los mayores niveles de
expresion de BBI se observaban en la linea més embriogénica (DH6148), los de KUN1

se daban en la linea que producia estructuras no embriogénicas (DH6183).
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Cuando se habia comparado la expresion de genes asociados a la
embriogénesis de la microspora en cebada Yy en Brassica en condiciones inductivas o
no-inductivas, se pudo diferenciar entre una serie de genes cuya expresion
acompafiaba al desarrollo embriogénico de las microsporas pero no tenian un papel
en su consecucién y los que si tendrian esta funcién (Maraschin y col. 2006,
Tsuwamoto y col. 2007). Sin embargo, cuando se estudiaba la expresion de distintos
genes asociados a la embriogénesis de la microspora en distintos cultivares de
Brassica (Malik y col. 2007, Malik y col. 2008) se observé que muy pocos, entre ellos
LEC2, permitian distinguir entre cultivares embriogénicos y no embriogénicos en las
primeras fases del desarrollo. Sin embargo, un mayor nimero de genes eran buenos
marcadores en cultivos mas avanzados. La misma situacion se observaba entre
cultivos de Brassica tratados con buthionine sulfoximine (BSO), que aumenta la
capacidad embriogénica, ya que era dificil encontrar marcadores en las etapas
tempranas pero no en la tardias (Stasolla y col. 2008). Para identificar marcadores de
la embriogénesis de la microspora también se han hecho comparaciones entre
condiciones de cultivo en la que se consiguen embriones semejantes a los zig6ticos o
no, consiguiendo asociar la expresién de genes como las LTPs (LIPID TRANSFER
PROTEINS) a los embriones de buena calidad (Joosen y col. 2007).

En nuestro estudio todos los posibles marcadores se inducen en etapas
tempranas de la embriogénesis, antes de la rotura de la exina, fases en las que
aungue hay indicios de que el caracter embriogénico ya se ha establecido, todavia no
se manifiesta morfolégicamente. Las diferencias en los perfiles de expresién de los
genes entre las lineas de distinta capacidad embriogénica pueden servir de punto de

partida de nuevos estudios.
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Durante las fases de tratamiento de estrés y la fase media de la embriogénesis de la
microspora de cebada se expresan genes de sintesis, degradacion y seializaciéon de
Acido Abscisico (ABA)

El &cido abscisico (ABA) es una hormona que regula el crecimiento de plantas,
desarrollo, adaptacion a diferentes condiciones de estrés, sintesis de proteinas de
reserva de las semillas, dormancia, e inhibe la fase embrionaria hacia la germinacion y
crecimiento vegetativo (Leung y Giraud 1998, Lee y col. 2006). Al estudiar los perfiles
de expresion de los genes asociados a ABA durante la embriogénesis de la
microspora se observé que el ABA estaria implicado en dos fases bien diferenciadas;
el tratamiento de estrés y la fase de desarrollo embriogénico.

El papel del ABA como principal regulador en la respuesta al estrés abiético en
plantas esta ampliamente documentada (Finkelstein 2013). El contenido en ABA en las
plantas sometidas a estrés aumenta por la inducciéon de genes de sintesis de ABA.
Este aumento de ABA estimula cambios en la expresién génica incrementando la

capacidad de resistencia de la planta al estrés (Tuteja 2007).

Se ha descrito que durante el desarrollo de las anteras, en la microspora
uninucleada disminuyen los niveles de expresion de los genes de sintesis de ABA y
aumenta la de los genes de desactivacion, por lo que los niveles de ABA se reducen
(Hirano y col. 2008). En nuestro sistema hemos observado que al iniciar el tratamiento
de estrés con manitol, esta situacion se invierte (Figura 23), aunque no de forma
uniforme para los genes de sintesis de ABA estudiados. Asi, el gen ZEP2
(ZEAXANTIN EPOXIDASE?2) (Audran y col. 2001), que cataliza el primer paso de
biosintesis de ABA en los plastidos, se desactiva por el estrés, mientras que el gen
AO5a (ALDEHYDE OXIDASEDS), que cataliza el ultimo paso de la biosintesis de ABA
en el citosol (Seo y col. 2000), aumento su expresion presentando un pico a los 2 dias
de induccion por estrés. El gen de hidrolisis de ABA ABA8'OH (ABA 8'
HYDROXYLASE) (Mizutani y Todoroki 2006) se desactivaba con el tratamiento de
estrés. Estos resultados junto con la desactivacion del gen BG3 (B-GLUCOSIDASES3)
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(Lee y col. 2006), que permite la sintesis de ABA a partir del conjugado ABA-GE,
indican que durante el tratamiento de estrés con manitol se produce una sintesis de
novo de ABA. Esta sintesis podria venir mediada por la activacion directa del gen
AOb5a a través de una ruta alternativa de sintesis de ABA denominada ABA-
independent pathway descrita en la respuesta a estrés osmético en Arabidopsis por
Barrero y col. (2006). Para confirmar esta hipétesis seria necesario un estudio mas
completo incluyendo el andlisis de la expresion de otros genes implicados en la
sintesis de ABA.

Una vez los niveles de ABA han aumentado debido al estrés se produce la
activacion de una cascada de cambios transcripcionales reguladas por complejos
mecanismos que intervienen en percepcion y sefializacion por ABA. Dos de los genes
implicados en estos mecanismos se activan por el tratamiento de estrés con manitol.
El gen ABI1lb (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 1), que codifica una fosfatasa (PP2C)
(Leung y col. 1997, Meyer y col. 1994, Merlot y col. 2001) y que junto con
PYR/PYL/RCAR y SnRKs forma parte del primer médulo de sefalizacién por ABA,
presenta un pico de activacién a los 2 dias de tratamiento de estrés. Sin embargo, el
gen ABI5 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 5) (Finkelstein y Lynch 2000, Finkelstein y
col. 2002), que codifica para un factor transcripcional de tipo bZIP y se sitla por debajo
del gen ABIlb en la cadena de sefializacion por ABA, se activa a los dos dias y
mantiene el mismo nivel de expresion a los 4 dias de tratamiento de estrés, pero
bajando su nivel en el primer dia de cultivo, indicando que la sefializaciéon por ABA se

prolonga durante todo el tratamiento de estrés.

En distintos trabajos se habia establecido la asociacion entre los niveles de
ABA vy los tratamiento de estrés en embriogénesis de la microspora (Imamura y
Harada 1980, Hoekstra y col. 1997, van Bergen y col. 1999, Hu y col. 1995). También
se habia descrito la activacién de genes regulados por ABA durante el tratamiento de
estrés como una ABA-regulated alcohol dehydrogenase (ADH) (Maraschin y col.
2006). Estos resultados también confirman los resultados obtenidos en nuestro grupo
(Mufioz-Amatriain y col. 2006), en los que no se apreciaba la expresion de genes de

sintesis de ABA después del tratamiento de estrés, pero si cambios en la regulacién
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con la activacion del regulador positivo de ABA, la proteina kinasa (PKABA) que activa
un factor transcripcional especifico de la semilla que tiene homologia estructural con
ABI5 de Arabidopsis (Johnson y col. 2002).

Por otro lado, se ha demostrado que el ABA regula varios procesos fisioldgicos
del desarrollo de las plantas, entre ellos procesos ligados al desarrollo embriogénico
como la sintesis de proteinas y lipidos de reserva, la morfogénesis del embrion y la
dormancia (ver revision en Finkelstein 2013). Asi, se ha descrito un aumento en los
niveles de ABA cuando los embriones entran en la fase de maduracion, en la que se
produce el cambio del crecimiento por division celular al crecimiento por alargamiento
de las células que va acompafiado del inicio de acumulacion de reservas. Aunque en
el inicio de la maduracion la acumulacion de ABA procede del ABA materno (Kanno y
col. 2010).

En la embriogénesis de la microspora también se habia adjudicado un papel al
ABA, no sélo en relacion con el tratamiento de estrés sino durante el desarrollo
embriogénico, ya que la aplicacion de ABA exdgeno a los embriones preglobulares o
globulares aumentaba el porcentaje de embriogénesis en Brassica (Ramesar-Fortner y
Yeung 2006, Belmonte y col. 2006). En Brassica también se ha descrito que una
desecacion inducida por ABA de los embriones procedentes de las microsporas
aumentaba la germinacion de los mismos (Rudolf y col. 1999). Por otro lado, entre los
genes asociados a la fase de desarrollo embriogénico en trigo se aislé el gen EcMt
correspondiente a una metalotioneina relacionada con la respuesta a ABA (Reynolds y
Crawford 1996).

También se ha descrito que los niveles de ABA durante el desarrollo de
embriones derivados de cultivo de microsporas y embriones zigéticos en Brassica
presentan diferencias significativas. Asi, mientras en los embriones zigéticos se
observaba un Gnico pico de ABA, en los embriones derivados de microsporas se
observaba una curva bifasica y falta de decaimiento al final de la curva al no sufrir

desecacion (Hays y col. 2001).
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En nuestro sistema observamos que efectivamente durante la fase de
desarrollo embriogénico se activaban todos los genes implicados en sintesis y
degradacibn de ABA, pero a distintos niveles y ademas existe un cierto
desplazamiento en el pico de induccién (Figura 23). Mientras ZEP2 presenta un
pequefio pico de expresién a los 4dc cuando las microsporas inician las primeras
divisiones, el gen AOb5a presenta una fuerte activacion a los 8dc cuando ya se
observan estructuras multicelulares y se inicia la rotura de la exina. También en
semillas de cebada se habia observado un desfase en el punto de maxima expresion
de los genes, siendo en ZEP2 a los 20 dias y en AO5a a los 25 dias (Seiler y col.
2011). Esta activacion de los genes de sintesis estd acompafada por la activacion del
gene ABA8'OH, que participa en la hidrélisis de ABA, presentando también un pico a
los 8dc, indicando que en este punto se estd produciendo una regulacion activa de la
homeostasis de ABA, tal como ocurre durante el desarrollo de la semilla de cebada
(Seiler y col. 2011). Sin embargo, a los 12 dias de cultivo, cuando ya se observan
estructuras multicelulares globulares, los genes de sintesis y degradacion de ABA
decaen y se produce una fuerte activacion del gen de deconjugacién BG3, lo que
parece indicar que los embriones durante la fase de maduracién necesitan una
aportacion de ABA mas rapida que la que les proporciona la ruta de sintesis que

también se aprecia en embriones zigéticos desde los 16 a 25 dias (Seiler y col. 2011).

Los dos genes ABIlb y ABI5, que participan en la percepcion y sefalizacion
por ABA, también se activan durante el desarrollo embriogénico de la microspora.
Estos genes alcanzan un pico de maxima expresion a los 8 dias de cultivo,
coincidiendo con la activacién de genes de sintesis de novo de ABA. En este punto los
niveles de expresion relativos son inversos a los observados en la fase de tratamiento
de estrés siendo ABI5 el que presenta el mayor pico de expresion en 8dc y ABI1lb en
la fase de tratamiento de estrés. Anteriormente, se habia descrito la activacion de
estos genes en semillas de cebada pero con cierto desfase, ya que ABI1lb tenia un

pico de expresion a 20 y 25 dias y ABI5 a 16 y 20 dias (Seiler y col. 2011).

Distintos estudios han establecido que una red de factores transcripcionales de
tipo B3-domain, ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), FUSCA3 (FUS3), LEAFY
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COTYLEDON 2 (LEC2), controlan la maduracion del embridn zigdtico y su transicion
hacia la dormancia. La sefalizacion por ABA durante esta fase esta intimamente
ligada a la expresion de estos factores transcripcionales. Dos de estos genes (FUS3 y
ABI3) se han estudiado en nuestro sistema, observandose que se activaban
fuertemente a los 8 dias de cultivo. FUS3 est4 considerado como el punto de partida
de la actividad hormonal en el embrion coordinando la accion de ABA-GA a través de
un sistema de feedback asociado con la sintesis de ABA y GA (Suzuki y McCarty
2008). ABI3 y su ortélogo en monocotiledéneas VP1 (VIVIPAROUS 1) (Giraudat y col.
1992) actia sobre genes que codifican proteinas y lipidos de reserva, y genes que
confieren tolerancia a la desecacion, aunque también interviene en la sefializacion por
auxinas en los tejidos vasculares y los primordios laterales en la raiz (Brady y col.
2003, Monke y col. 2012).

También se ha descrito que la amplificacién de la sefial por ABA a través de la
interaccion entre ABI3 y ABI5 (Gampala y col. 2002, Cassaretto y Ho 2003, 2005),
tiene gran importancia en la maduracién de las semillas, reactivando programas de
embriogénesis tardia (Lopez-Molina y col. 2002). Asi, se ha demostrado que ABI5 es
el regulador principal de la expresion de genes LEA (LATE EMBRIOGENESIS
ABUNDANT) y dehidrinas (Ménke y col. 2012).

En embriogénesis zigdtica FUS3 y ABI3 presentan diferente patrén de
expresion espacio/temporal. Asi, la expresion de ABI3 se mantiene a un nivel
relativamente alto durante toda la fase de maduracién mientras que FUS3 declina su
expresion antes de que el embrion alcance la madurez. Y mientras FUS3 se expresa
preferentemente en el protodermo del embrién, ABI3 lo hace en todo el embrién
(Suzuki y McCarty 2008). En embriogénesis de la microspora en Brassica, Malik y col.
(2007) determinaron los patrones de expresion de FUS3 y ABI3 junto con LEAFY
COTYLEDON 1 (LEC1), regulador inicial de estos genes, describiendo que mientras
FUS3 se expresaba en la fase de induccion ABI3 y LEC1 lo hacian cuando las
microsporas se estaban dividiendo activamente. Nuestros resultados demuestran que
en la embriogénesis de la microspora en cebada también intervienen los reguladores

de la maduracion de embriones descritos en otros sistemas. La regulacion temporal de
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estos genes concuerda con los datos de expresion en embrion zigoético y no con los
descritos en embriogénesis de la microspora en Brassica ya que un homdlogo a LEC1
(HAPS3, Figura 17) se induce fuertemente a los 2dc y FUS3 y ABI3 inician su expresion
a los 4dc alcanzando su nivel maximo a los 8dc, pero mientras FUS3 declina
bruscamente su expresion después de los 8dc, LEC1 (Figura 17), ABI3 y ABI5
presentan niveles de expresion altos a los 16dc y 12dc respectivamente (Figura 24).

Finalmente, el gen FCA (FLOWERING TIME CONTROL PROTEIN A) que
codifica a una proteina RNA-binding, es un componente de cascadas
postranscripcionales involucrado en el control del tiempo de floracion (Macknight y col.
1997, 2002, Simpson y col. 2003). Aunque en dicotiledéneas se ha cuestionado su
funcion como receptor de ABA (Razem y col. 2006, Risk y col. 2009, Jang y col. 2008),
en monocotiledoneas se ha descrito que actla sobre la expresion de genes implicados
en la sefalizacién por ABA a través de la regulacion de VP1 y también que el nivel de
transcripcibn en cebada seria proporcional al estado de dormancia (Kumar 2010).
Aunque en embriogénesis zig6tica se habia descrito su expresion desde embriones de
2 DAP hasta el final de la desecacién (Kumar y col. 2011), en nuestro sistema

presenta un patrén de expresion que se asemeja mas a FUS3 que a ABI3.

La fase inicial de desarrollo embriogénico en trigo también implica la activacién de un
conjunto de genes de embriogénesis

La informacidon disponible sobre los mecanismos moleculares de la
embriogénesis de la microspora en trigo panadero es muy limitada, lo que
probablemente se debe a los problemas para obtener altas eficiencias de produccién
de DHs en la mayoria de los genotipos (Lantos y col. 2013). Por lo tanto se necesitan
mas estudios para aclarar el control molecular de la embriogénesis de la microspora

en esta especie que tiene gran importancia agronémica.

En este estudio se han utilizado dos cultivares de trigo panadero Pavon y

Caramba que se diferenciaban en el nidmero de microsporas que dividen y en el
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namero de embriones, siendo en el primero del orden de entre 2 y 3 veces superior al
segundo, y por lo tanto parecian ideales para la identificacién de genes asociados con

el inicio del patrén de desarrollo embriogénico de la microspora.

Inicialmente se pretendié estudiar en trigo panadero los patrones de expresion
de los 16 genes asociados con las fases iniciales del patron de desarrollo
embriogénico en cebada. Sin embargo, a pesar de que se buscaron homologias de
secuencia en diferentes bases de datos, solamente pudimos disefar cebadores para 3
genes del clister 4 y un gen del cluster 7. Por ello, en este estudio se incorporaron
otros genes candidatos, pertenecientes a distintos clusteres del estudio de
transcriptomica en cebada, que se inducian de novo a los 4dc o genes que
aumentaban progresivamente su expresion en 4di y 4dc, o genes que aumentaban su
expresion a lo largo del cultivo (4dc y 8dc) (Tabla 22, Figura 28). También se realiz6 el
andlisis de expresion de 2 genes que codifican a proteinas de tipo fasciclinas y dos

genes asociados a embriogénesis somética en trigo (Tabla 23).

La caracterizacion morfolégica durante los procesos de la embriogénesis de la
microspora nos permitié establecer asociaciones entre los perfiles de expresion y los
posibles mecanismos en los que estaban involucrados los distintos genes estudiados.
En la figura 36 se representa de forma gréafica los patrones de expresion de los genes
estudiados en trigo. En trigo, a los 5 dias de cultivo (estado equivalente a 4dc de
cebada) la pared celular de la antera se ha degradado, las microsporas presentan un
citoplasma denso y en algunas de ellas se ha producido la segunda divisiébn mitotica
(Figuras 26 y 27). En este estadio observamos la induccién de cinco genes: TaTPD1-
like, TAAlb, GSTF2, GSTA2 y WALI6 (Figura 29). Los genes TaTPD1-like y TAAlb
han sido asociados con mecanismos de sefializaciéon y desarrollo temprano del polen.
TaTPD1-like es homélogo con el gen TAPETUM DETERMINAN 1 (TPD1) el que
codifica a una proteina que interviene en sefializacion durante la diferenciacion celular
del tapetum en Arabiddpsis (Yang y col. 2003, 2005, Jia y col. 2008). Recientemente,
Leljak-Levanic y col. (2013) describieron el gen TaTPD1-like como marcador de la
reprogramacion zigotica temprana en trigo, y que podria jugar un papel esencial en la

comunicacion intercelular (o célula a célula). La expresion de este gen también se
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observo en cebada. Sin embargo, su expresion se limito a la fase temprana de la
embriogénesis, desde 1ldc hasta 4dc, mientras que en trigo se expreso en estadios
posteriores desde 5dc hasta 15dc (Figuras 35 y 36). El gen TAAlb codifica a una
proteina Fatty acil-coA reductase que interviene en la biosintesis de cadenas largas de
alcoholes grasos (VLCFA) formando la esporopolenina y los ésteres de cera (Wang y
col. 2002). Se ha propuesto que derivados de VLCFA podrian funcionar como
moléculas de sefializacion en el control de la division celular mediante la comunicacion
de la capa epidérmica y tejidos mas internos (Nobusawa y col. 2013). En
embriogénesis de la microspora, debido a la ausencia de tejidos circundantes, estos
dos genes, TaTPD1-like y TAAlb, podrian estar implicados en la comunicacién interna

de las estructuras embriogénicas.

Otros genes que se inducen en esta etapa fueron dos glutatione S-transferase
(GSTs), GSTF2 y GSTA2, que codifican para una proteina de tipo phi (F) (Cummins y
col. 2003), y una proteina inducida por patégenos (Mauch y Dudler 1993),
respectivamente. La expresion de estos genes ha sido descrita en diferentes estados
de la embriogénesis de la microspora (Mufioz-Amatriain y col. 2006, Joosen y col.
2007, Malik y col. 2007, Tsuwamoto y col. 2007, Stasolla y col. 2008). Su expresion se
ha relacionado con la proteccion de los embriones en desarrollo frente a condiciones
de estrés en fase de crecimiento activo (Stasolla y col. 2008), pero no con la

adquisicion del potencial embriogénico (Vrinten y col. 1999, Maraschin y col. 2005a).
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Figura 36: Relacion entre perfiles de expresion génica y estructuras de microsporas
aisladas a lo largo del cultivo de anteras, en los 14 genes de la embriogénesis de la
microspora en trigo. El punto 0 corresponde a 5 dias de tratamiento de induccion por
estrés (5dp). Flechas en color morado pertenecen a los genes estudiados en la
embriogénesis de la microspora de cebada. Flechas turquesa corresponden a genes
estudiados de forma especifica en trigo.

En la etapa media de la embriogénesis, a los 10 dias de cultivo (10dc), estado
equivalente a 8dc de cebada, cuando ya se observan estructuras multicelulares, la
mayoria de ellas todavia se encuentran dentro de la pared de la exina, que han
adquirido una estructura interna organizada (Figuras 26 y 27). Aunque la ruptura de la
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exina se ha asociado con el establecimiento de la polaridad del embrion (para revision
ver Soriano y col. 2013), en trigo se ha descrito que la polaridad se establece antes de
la ruptura (Indrianto y col. 2001). Entre los genes que se indujeron en esta etapa, se
identificaron genes asociados con el control del desarrollo, indicando probablemente la
activacion del programa embriogénico. Uno de estos genes fue TaNF-YA7, un
miembro de la familia de factores nucleares NF-Y (Stephenson y col. 2007).
Recientemente Mu y col. (2013) describieron que NF-YA5 y NF-YA9, ort6logos de
TaNF-YA7 (Cao y col. 2011) inducian la embriogénesis somatica, sugiriendo que NF-
YAS5 se encontraba en el mismo complejo que el gen LEAFY COTYLEDON1 (LEC1),
un regulador esencial de la identidad del embrion (West y col. 1994). Conviene
destacar que LEC1 se ha asociado con el desarrollo del embriébn en microsporas de
Brassica (Malik y col. 2007, Stasolla y col. 2008). El gen TaAGL14 que codifica al
factor de transcripcion MADS-box type Il (MIKC-type) (Zhao y col. 2006a). TaAGL14 y
TaAGL15 junto con el gen OsMADS32 de arroz, implicados en la identidad de los
organos florales (Sang y col. 2012), forman una nueva subfamilia de genes de tipo Il
gue sblo existen en monocotiledéneas. Este gen también se expreso en cebada
(MADSL1). Sin embargo su expresién comenzé en fases anteriores a los de trigo, a los
4dc. En ambas especies se mantuvo su expresion hasta las dltimas fases de la

embriogénesis (Figuras 35y 36).

En esta fase de la embriogénesis, también se indujeron genes asociados con
respuesta a estrés y/o degradaciéon o modificacion de la pared celular: Tadl que
pertenece a la familia de péptidos de pequefio tamafio ricos en cisteina conocidas
como plant defensins o &-thionins (Koike y col. 2002), XIP-type xylanase inhibitor
relacionado con la sefializaciéon por oligosacaridos en la defensa de plantas (Dornez y
col. 2010); la quitinasa CHI3 que actia sobre los componentes de la pared celular
(para revision ver Grover 2012). Por ultimo, WALI6, un inhibidor de una serin-proteasa
rica en cisteina que se induce por herida o por estrés provocado por metales, tiene
homologia con inhibidores de proteasas BBI (Richards y col. 1994). Se ha sugerido
que la expresion de factores relacionados con estrés en embriones derivados del
cultivo de microsporas podrian llegar a realizar funciones similares a los tejidos que

rodean al embrion zigético (Borderies y col. 2004, Boutilier y col. 2005).
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Las proteinas arabinogalactanos (AGPs) son reguladoras en procesos de
desarrollo de plantas (para revision ver Seifer y Roberts 2007). Se han identificado
genes especificos de AGPs en el desarrollo temprano de embriones en cebada
(Vrinten y col. 1999) y en Brassica (Joosen y col. 2007, Malik y col. 2007, Tsuwamoto
y col. 2007). También, se ha descrito que los AGPs son liberados al medio en cultivo
de anteras de cebada y maiz (Paire y col. 2003, Borderies y col. 2004) y promueven la
embriogénesis en trigo (Letarte y col. 2006). En este trabajo se han identificado dos
AGPs (TaFLA26 y TaAGP31-like) que se inducen a los 10 y 15 dias de cultivo
respectivamente. TaFLA26 codifica a una fasciclin-like arabinogalactan protein (FLAS)
(Faik y col. 2006). Por el contrario, las otras dos fasciclinas incluidas en este trabajo
(TaFLA14 y TaFLA25) solo se expresaron de forma especifica después del tratamiento
de estrés. Hasta nuestro conocimiento, esta es la primera vez que proteinas FLAS se

asocian con la embriogénesis de la microspora.

En etapas mas tardias de la embriogénesis, a los15 dias de cultivo (equivalente
a 12dc en cebada), las estructuras multicelulares han sido liberadas de la exina, se
dividen activamente, tienen una forma globular y estan formadas por células pequefnas
y redondeadas con el citoplasma denso, empezando a observarse los primeros signos
de diferenciacion con la formacion del protodermo (Figuras 26 y 27). En este estadio
se indujeron nuevos genes: TaEXPB4 que codifica a un miembro de la familia de las
expansinas (Lin y col. 2005) cuya expresion responde probablemente a la demanda de
la extensibilidad de la pared celular durante el crecimiento activo del embrién; el gen
TaAGP31-like que presenta homologia con proteinas que contienen Polen Ole e |
domain y con una proteina AGP31 que podria estar relacionada con la diferenciacion
vascular inicial (Liu y Mehdy 2007); y un gen especifico de la embriogénesis de la
microspora en trigo MICROSPORE EMBRYOGENESIS-1 (TaME1l). Los genes
TaAGP31-like y TaME1L, cuyas secuencias son homologas a POEI52 y Hv-ME1 en
cebada, presentaron diferentes patrones de expresion en cebada y trigo. Ambos genes
se indujeron en etapas anteriores de la embriogénesis de la microspora en cebada.
Asi, POEI52 se indujo a 4dc mientras que TaAGP31-like lo hacia mas tarde, a los
15dc, aunque en ambos casos se expresaron hasta las fases mas avanzadas. Sin

embargo, no hubo una coincidencia temporal en la expresién de Hv-ME1 y TaMEL1, ya
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que Hv-MEL se expres6 de 1dc a 12dc, mientras que TaMEL lo hacia en 15dc y 20dc
(Figuras 35y 36).

A los 20 dias de cultivo cuando los embriones eran claramente visibles bajo la
lupa, la mayoria de los genes cuya expresion era alta en etapas anteriores bajaron su
nivel de expresién o incluso dejaron de expresarse, solo los genes CHI3 y TaAGP31-
like se expresaron con intensidad en este estadio.

Finalmente, esta ampliamente descrito que los genes SERKs estan
involucrados en multiples programas de sefalizacion, incluyendo la activacion de la
embriogénesis somética (para revision ver Li 2010). También se ha descrito la
expresion de genes SERK en la embriogénesis de la microspora de maiz (Baudino y
col. 2001) y Brassica (Malik y col. 2007). Sin embargo, en nuestro estudio los genes
SERK1 y SERK2 no se expresaron en ningun punto de la embriogénesis de la

microspora en Pavon.

Como se habia hecho en cebada, se realizé un andlisis de la expresion génica
en embriogénesis zigotica en Pavon (Figura 31). Conviene destacar que en este
estudio se utilizaron cariopsides completas a lo largo de su desarrollo y como el
embriéon es una minima parte del total de la caridépside, los estadios tempranos del
desarrollo del embrién zigdtico no estarian representados en este estudio, como ha
podido ocurrir en cebada, particularmente con los genes clasificados como especificos
de la microspora. Ademas, los embriones de 10 a 14 dias después de la fecundacion
se corresponden con estadios de desarrollo igual o posterior a los embriones
derivados de microsporas de 20 dias de cultivo. Aun asi, 15 de los 18 genes
caracterizados en la embriogénesis de la microspora se expresaron en embrion
zigotico, indicando que estan involucrados en ambos programas de embriogénesis.
Cuatro de los genes eran especificos de embrion (TaTPD1-like, TaNF-YA7, TaAGP31-
like y TaME1). El resto de los genes, aunque se expresaban en otros 6rganos,
presentaron el nivel mas alto de expresion en embriones zigéticos de 12DAP, salvo los

genes WALI6 con los niveles mas altos en caridpside de 2 dias y en raiz, GSTF2 en
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raiz y CHI3 en casi todos los tejidos analizados. Los genes SERK2 y SERK1, que no
se expresaron en embriogénesis de la microspora, mostraron un nivel de expresion
bajo y especifico en embriones zigoticos de 12DAP. El gen Tadl no se expresd en
ninguno de los tejidos analizados, indicando que es especifico de la embriogénesis de

la microspora.

Al igual que en cebada, se han descrito grandes diferencias en la eficiencia de
la embriogénesis de la microspora entre distintos cultivares de trigo (Holme y col.
1999, Lantos y col. 2013). Estas diferencias quedaron claras en los estudios de
caracterizacion morfolégica del cultivo de anteras y microsporas aisladas entre el
cultivar de alta respuesta embriogénica, Pavon, y el de baja respuesta, Caramba
(Figuras 26 y 27). A los 5 dias de tratamiento de estrés muchas microsporas del
cultivar Pavon presentaban la morfologia “star-like” mientras que en Caramba la
mayoria de las microsporas presentaban una gran vacuola y un citoplasma poco
denso. A los 5 dias de cultivo Caramba presentaba un mayor nimero de microsporas
muertas que Pavon. Ademas se observo que las microsporas de Caramba se dividian
mas rapidamente que las de Pavon mediante andlisis con DAPI (resultados no
mostrados). Sin embargo, a los 10 y 15 dias de cultivo ambos cultivares presentaron

estructuras con un nimero similar de nucleos.

Al comparar los perfiles de expresion entre los genes que se inducen a los 5dc
y 10dc entre Pavon y Caramba, estos se desplazaron a etapas mas tempranas en el
cultivar Caramba (Figura 32). Sin embargo, ninguno de estos genes se indujeron
significativamente antes de 5 dias de cultivo en este cultivar, excepto el gen WALI6.
Interesantemente, como las microsporas de Caramba se dividen mas rapidamente que
las de Pavon en este estadio, el cambio en los perfiles de expresion en Caramba

estaban de acuerdo con su estadio mas avanzado.

Cuando se compararon los perfiles de expresion de los genes que se inducen a
los 15 dias de cultivo entre estos dos cultivares, no se observo un patrén de expresion
general si no que cada gen presentaba diferentes patrones de expresiéon en ambos

cultivares. Asi, en Caramba el gen TaME1 presento un desplazamiento significativo de
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su perfil de expresidbn hacia etapas mas tempranas, el gen TaAGP31l-like, que
presenta homologia con una proteina AGP31 que podria estar relacionada con la
diferenciacién vascular inicial (Liu y Mehdy 2007), no mantuvo su expresion al finalizar
la etapa de cultivo, y el gen TaEXPB4 mostrd un nivel mucho mas bajo de expresién a
los 15dc. Sélo se observaron diferencias en los genes XIP-R1 que presento una
expresion casi constitutiva en Caramba, y el gen SERK2, involucrado en programas de
sefializacién, mostré6 un nivel muy bajo de expresion en la etapa media de la

embriogénesis.

El efecto inductor de los ovarios en la embriogénesis de la microspora en trigo podria
estar asociado a la expresibn de genes relacionados con arabinogalactanos y
procesos de sefializacion.

En estudios previos del grupo de trabajo, se habia determinado que no solo el
uso de ovarios en el medio de cultivo de anteras de trigo aumentaba la eficiencia de la
embriogénesis de la microspora, sino que ademas dicha eficiencia dependia del
estado de desarrollo de los ovarios y del genotipo de los mismos. (Castillo, A.,

comunicacion personal).

Aunque se desconoce la naturaleza de los compuestos que son liberados al
medio de cultivo por los ovarios, se ha propuesto que son proteinas de tipo
arabinogalactanos (AGPs) (Letarte y col. 2006). Por otro lado, se ha descrito que
productos de degradacién de los AGPs, como la N-Acetilglucosamina, controlan la
embriogénesis somatica (van Hengel y col. 2001). Ademas, se conoce el efecto
inductor de cultivos embriogénicos de microsporas de cebada en cultivo in vitro de
embriones zigoticos de maiz (Paire y col. 2003). Se ha descrito que en cultivos
embriogénicos de microsporas de maiz no sélo se identificaban proteinas de tipo
AGPs, sino también una invertasa de pared celular, una endo-1,3-B-glucanasa, dos
quitinasas y dos “thaumatin-like” (Borderies y col. 2004). La identificacion de genes
asociados a embriogénesis de la microspora en trigo con funciones semejantes a

alguno de los genes identificados en maiz nos permiti6 analizar su posible papel
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inductor. Ademas se estudio la expresion de otros genes que se expresaban en
ovarios y que estaban implicados en la biosintesis o degradacién de glicanos como
COMPLEX GLYCAN LESS 1 (CGL1) y GLYCOSIDE HYDROLASE-28 (GH28),
respectivamente, y en procesos de sefializacion y desarrollo como FERONIA (FER) y
RECEPTOR-LIKE KINASE 5 (RLKS5).

Cinco genes (FLA26, CHI3, TAAlb, FER y CGL1) se expresaron en ovarios
frescos (0dc) de los dos cultivares analizados (Pavon y Caramba), y mantuvieron su
expresion a lo largo del cultivo. Todos ellos presentaron niveles de expresion mas
altos o se expresaron durante periodos més largos de tiempo en ovarios maduros que
en ovarios jovenes. De los 5 genes, los que codificaban para un arabinogalactano tipo
fasciclina (FLA26), una quitinasa (CHI3), y un gen implicado en mecanismos de
sefializacion en polen (TAA1b), se expresaban a lo largo de la embriogénesis de la
microspora en trigo (Figura 36). Otro de los genes corresponde a una receptor-like
kinase (FERONIA, FER) que se concentra en la membrana plasmatica del aparato
filiforme, y esta implicado en procesos de sefializacién en la interaccion del polen y el
ovario durante la recepcién del tubo polinico (Huck y col. 2003, Escobar-Restrepo y
col. 2007, Boisson-Dernier y col. 2009). Finalmente, CGL1 estd implicado en la
biosintesis de glicanos complejos, los cuales forman parte de glicoproteinas de

membrana y proteinas secretoras (Von Schaewen y col. 2008).

Tres genes (WALI6, Tadl y XIP-R1) se inducian a 5dc en ovarios maduros del
cultivar Pavon. Estos genes se expresaban en la embriogénesis de la microspora en
trigo desde 10dc hasta 20dc y estaban asociados a respuesta a estrés y/o
degradacién o modificacion de la pared celular. De ellos, solamente WALI6 se expres6
también en ovarios maduros de Caramba y en ovarios jovenes de ambos cultivares.
Teniendo en cuenta que los ovarios maduros de Caramba son los que tienen un mayor
efecto inductor, estos resultados nos indican que Tadl y XIP-R1 no intervendrian es

este efecto.

Finalmente, se analizaron los genes GH28 y RLK5. El gen GH28 codifica para

una proteina de la familia de las poligalacturonasas (Markovic y Janecek 2001) que
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interviene en procesos relacionadas con la degradacion de la pectina (Sprockett y col.
2011). El gen RLKS5 codifica para una receptor-like protein kinase que esta asociada a
procesos de sefalizacién celular y se expresa en raices y en hojas (Walker 1993).
Estos genes se expresaron en ovarios jovenes y maduros (0dc) de ambos cultivares,
pero GH28 también se expresaba aunque a un nivel mucho mas bajo a los 5dc en
ovarios de Caramba. Estos resultados nos indican que probablemente ninguno de
estos genes estarian implicados en el efecto inductor de los ovarios.

Se seleccionaron los genes que presentaban una mayor expresién en ovarios
maduros de Caramba (FLA26, TAAlb, FER y CGL1) para hacer un andlisis mas
preciso de su nivel de expresion mediante qRT-PCR (Figura 34).

Solo dos de los genes analizados presentaban un perfil de expresién que se
podia asociar al comportamiento como agentes inductores de los distintos tipos de
ovarios en la embriogénesis de la microspora. Asi, FLA26 y FER presentaron los
niveles mas altos de expresion en ovarios maduros de Caramba, y ademas su

expresion aumentaba progresivamente a lo largo del cultivo.

Hay que destacar que ademas de la funcién de sefalizacion de FER en la
interaccion polen-ovario, se ha descrito que este gen esta involucrado en la
modulacion de la respuesta a brasinoesteroides y antagoniza el efecto de etileno en
hipocotilos de Arabidopsis (Deslauriers y Larsen 2010). Los brasinoesteroides son
reguladores de crecimiento que intervienen en diferentes procesos de desarrollo como
transporte de auxinas, proteccion frente a estrés oxidativo, embriogénesis, etc. (para
revision ver Hayat y Ahmad (2011)). De hecho, la incorporacion de brasinoesteroides
en el medio de cultivo de microsporas de Brassica aumento significativamente el
porcentaje de embriogénesis (Ferrie y col. 2005). Por otro lado, se ha descrito que la
inhibicion de la sintesis de etileno aumenta la embriogénesis en microsporas de
Brassica (Leroux y col. 2009). Por lo tanto FER podria actuar en rutas de sefializacién
a través de mecanismos similares a los que intervienen en la fecundacion, o de

mecanismos de modulacién hormonal.
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El gen FLA26 codifica para una AGP de tipo fasciclin que en nuestro sistema
se expresaba en fase media del desarrollo embriogénico de la microspora en trigo, asi
como en desarrollo de cariépside, embrién zigético y raiz, lo que pareceria indicar que
tendria una funcién general en procesos de desarrollo. Estos resultados coinciden con
los descritos por Faik (2006) en trigo que mostraron que las fasciclinas se expresaban
a niveles bajos principalmente en d&rganos reproductivos, semillas y raiz.
Recientemente, se ha identificado en arroz una fasciclina MICROSPORE AND
TAPETUM REGULATOR1 (MTR1) que juega un papel importante en la formacion del
polen y del tapetum (Tan y col. 2012) teniendo una funcion parecida a la de TPD1.

Durante los ultimos afios se ha adquirido una gran informacién sobre los
multiples procesos en los que intervienen AGPs como proliferacion y expansion
celular, muerte celular programada, crecimiento de tubo polinico, embriogénesis
somatica y embriogénesis de la microspora (para revision ver Seifert y Roberts 2007).
Sin embargo, todavia no se conocen los mecanismos moleculares de accion de los
AGPs en muchos de estos procesos, incluido la embriogénesis de la microspora (El-

Tantawy y col. 2013).
Seria necesario continuar los estudios, mediante qRT-PCR, indiciados en este

trabajo para determinar si otros de los genes que no tienen una asociacion clara al

efecto inductor de los ovarios serian realmente genes candidatos.
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En este estudio se ha abordado con éxito la caracterizacion de los mecanismos
moleculares implicados en el inicio del patron de desarrollo embriogénico de la
microspora en cereales. La utilizacion de herramientas de analisis gendmico nos ha
permitido caracterizar los mecanismos moleculares que intervienen en las distintas
fases del cultivo de anteras de cebada y la identificacion de una coleccién de genes
que se activan al inicio del patron de desarrollo embriogénico y que constituyen una

herramienta muy valiosa para posteriores estudios en este sistema.

Algunos de los genes identificados como los que codifican para AGPs
confirman los resultados de estudios en otras especies, pero otros han sido asociados
por primera ver a la embriogénesis de la microspora como TPD1, FMNL14, OPR12,
BBI, MEGL7, PR60 y KUN. Se han identificado tres nuevos genes Hv-ME1, Hv-ME2 y
Hv-ME3 de los que no se ha descrito homologia con ninguna secuencia conocida. Se
ha descrito por primera vez la expresion de genes especificos de la ESR, de la BETL y
aleurona del endospermo en embriogénesis de la microspora en cebada. Las
diferencias en los perfiles de expresion de los genes entre las lineas de distinta
capacidad embriogénica demuestran su validez como posibles genes marcadores de

la fase inicial de la embriogénesis de la microspora.

Los resultados del analisis de transcriptomica y de expresion génica en cebada
nos ha permitido la identificacion de genes asociados a la embriogénesis de la
microspora en trigo panadero. Hay que destacar que solo existia un estudio previo de
analisis de expresion génica en este cultivo. Nuestros resultados en trigo confirman la
asociacion de los genes TPD1, Hv-ME1, MADS1 y un AGP de cebada indicando la
existencia de mecanismos comunes en la embriogénesis de la microspora de cebada
y trigo. En nuestro estudio, alguno de los genes caracterizados en trigo codifican para
proteinas previamente asociadas con la embriogénesis de la microspora en otras
especies como GSTs, quitinasas y AGPs. Otros genes como TAA1lb, XIP-R1 y WALI6
no se habian asociado con la embriogénesis de la microspora en otras especies. Los
genes Ta-TPD1-like, TAAlb, GSTF2, GSTA2, CHI3, Tadl, TaNF-YA7, TaAGL14, XIP-
R1, TaME1 y TaEXPB4, identificados en trigo panadero, se validaron en cultivo de

microsporas aisladas de triticale en un estudio realizado en colaboracion con el
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Instituto Franciszek Gorski of Plant Physiology de la Polish Academy of Sciences (Zur
y col. 2013), demostrando la similitud de los mecanismos moleculares implicados en la

embriogénesis de la microspora en cereales.

En este estudio se han identificado algunos mecanismos de sintesis,
degradaciéon y sefalizacion por ABA que intervienen en la embriogénesis de la
microspora en cebada. Aunque se ha confirmado la participacién de ABA tanto en la
fase de tratamiento de estrés como en la fase media de desarrollo embriogénico, por
primera vez se describen los genes implicados en ella, demostrando que los
mecanismos que intervienen en ambas fases son diferentes. Asi, por ejemplo, entre
los genes de sefializacion por ABA, ABI1b y ABI5 participan en las dos fases mientras
gue FUS3, VP1 y FCA sélo lo hacen en la fase de cultivo. Estos resultados pueden
considerarse como un punto de partida para futuros estudios del papel de ABA en la
embriogénesis de la microspora en cebada.

También se han identificado por primera vez genes que se asocian al efecto
inductor de los ovarios en los medios pre-acondicionados para la embriogénesis de la
microspora en trigo panadero. Se describe la implicaciéon de un tipo concreto de AGPs,
la Fasciclina (FLA26), tanto en el desarrollo embriogénico de la microspora en trigo
como en el efecto inductor de los ovarios. Se identificé el gen FER, que codifica para
una “receptor-like kinase”, como gen candidato del efecto inductor de los ovarios en

cultivo de anteras de trigo.

Los genes identificados y caracterizados en este estudio constituyen un
recurso muy valioso para estudios de los mecanismos implicados en las etapas
tempranas del desarrollo embriogénico, como la adaptacién de las microsporas al
estrés generado por el cultivo, la determinacién de la polaridad en el proembrion, la
participacién del endospermo en el desarrollo del embrion, la comunicacién interna en
el embrion, la determinacion del caracter embriogénico y de la diferenciacion del

embrién, la modificacién de la pared celular y la induccién por el co-cultivo de ovarios.
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6. Conclusiones






1. Las etapas tempranas de la embriogénesis de la microspora de cebada se
caracterizan por presentar grandes cambios morfolégicos que estan ligados a una
gran reorganizacion de la expresion génica. Los mayores cambios en el transcriptoma
se asocian mayoritariamente a genes relacionados con metabolismo, transporte

celular y respuesta a estrés.

2. Entre los 1.797 genes que se activan simultaneamente en la fase inicial del
desarrollo embriogénico de la microspora en cebada, se determinaron 13 cllsteres de
expresion que seguian tres patrones basicos: genes que disminuian su expresion por
el tratamiento de estrés, pero que a los 4 dias de cultivo presentaban niveles similares
a los de las anteras antes del tratamiento y estaban asociados a procesos
metabdlicos, transporte celular, diferenciacion celular, desarrollo y respuesta a estrés;
genes con niveles de expresion bajos en las anteras al inicio del proceso y que
aumentaban su expresion en 4 dias de induccion y 4 dias de cultivo, relacionados con
la regulacion del metabolismo, respuesta a estrés y la diferenciacién celular; y genes
activados de novo en 4 dias de cultivo, asociados a sintesis de proteinas de reserva,

transcripcién, biogénesis de componentes celulares y metabolismo.

3. La fase inicial del desarrollo embriogénico de la microspora en cebada implica
la activacidon de novo de un conjunto de genes tanto de expresiéon especifica en 4 dias

de cultivo como de expresion en 4 dias de cultivo y en etapas mas avanzadas.

4, Algunos de los genes identificados, como los que codifican para
arabinogalactanos, confirman los resultados de estudios en otras especies. Otros
genes han sido asociados por primera vez a la embriogénesis de la microspora como
TPD1, FMNL14, OPR12, BBI, MEGL7, PR60 y KUN1. Se han identificado tres genes
Hv-ME1, Hv-ME2 y Hv-ME3 de los que no se ha descrito homologia con ninguna

secuencia conocida.
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5. La comparacion de la expresion de los genes identificados en lineas de distinta
capacidad embriogénica de cebada indica que aunque todos los genes se expresaban
en las tres lineas, las diferencias en los perfiles de expresién demuestran su validez
como posibles genes marcadores de la fase inicial de la embriogénesis de la

microspora.

6. Se ha confirmado la participacion de ABA tanto en la fase de tratamiento de
estrés como en la fase media de desarrollo embriogénico. Por primera vez se describe
gue los mecanismos que intervienen en ambas fases son diferentes. Durante el
desarrollo embriogénico se activan tanto genes de sintesis como de degradacion y
sefializacion por ABA.

7. Los resultados del analisis de transcriptomica y de la expresion génica en
cebada nos ha permitido la identificacion de genes asociados a la embriogénesis de la
microspora en trigo panadero. La caracterizacion morfolégica del desarrollo
embriogénico nos permitid establecer asociaciones entre los perfiles de expresion y

los mecanismos implicados en el proceso.

8. Se ha determinado la expresion de los genes TPD1, Hv-ME1, MADS1 y un
AGP de cebada en la embriogénesis de trigo, indicando la existencia de mecanismos
comunes en la embriogénesis de la microspora de estas dos especies. Algunos de los
genes caracterizados en trigo codifican para proteinas previamente asociadas a la
embriogénesis de la microspora en otras especies, como GSTs, quitinasas y AGPs.
Por primera vez se han asociado los genes TAAlb, XIP-R1 y WALI6 con la

embriogénesis de la microspora.

9. Solo los genes Hv-ME1, Hv-ME3 y ECAL en cebada y Tadl en trigo eran
especificos de la embriogénesis de la microspora, ya que el resto de los genes se
expresaban en alguno de los tejidos u 6rganos: ovarios, durante el desarrollo de la

cariopside, embrion zigético aislado, endospermo, raiz y/o hoja.
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10. La comparacion de los perfiles de expresion de los genes estudiados de
cultivares con distinta capacidad embriogénica en trigo, mostraron que los genes que
se expresan en las etapas temprana y media de la embriogénesis de la microspora se
activan antes en el cultivar de menor capacidad embriogénica. Los genes que se

activan en la etapa tardia tienen patrones de expresion diferentes en ambos cultivares.

11. Se han identificado genes que se asocian al efecto inductor de los ovarios en
los medios pre-acondicionados para la embriogénesis de la microspora en trigo: un
tipo concreto de AGPs, la fasciclina 26 (FLA26), y el gen FERONIA, que codifica para

una “receptor-like kinase”.
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Tabla 25: Valores de expresion de los 1797 genes (Probe set) (datos de “fold
change” normalizados con log,), en los puntos 0di, 4di, 4dc y 8dc. Homologias de
secuencia de los genes establecidas mediante el programa HarvEST Barley v. 1.74, y
valores de similitud (“e-value”).

Probe Set odi 4di 4dc  8dc Numero de entrada  e-value Descripcion

Contig3480_at -6,34 -6,04 6,05 6,25 LOC_Os07g41410 3,00E-17 protein EGG APPARATUS-1

Contig21354_at -594 578 585 6,11 UniRef90_Q6YNJI7 2,00E-20 HAP3 transcriptional-activator

Contig13727_at -510 -456 556 4,58 UniRef90_Q2R3F9 8,00E-16 LGC1, putative

Contig15557_at 4,47 389 556 3,95

Contigd507_at -4,22 -416 5,04 4,13 LOC_Os10g14020 3,00E-32 protein TPD1

Contig19162_at -5,67 -4,62 4,52 4,68 UniRef90_Q2QM38 3,00E-78 CCAAT-binding transcription factor subunit B protein (HAP2)
EBpi01_SQ002_017_at 387 -539 3,64 445

HKOBNO2r_s_at 426 -448 437 4,08 LOC_0s03g61150 3,00E-28 expressed protein

Contig11431_at -495 -4,40 4,43 431

Contig11232_at -4,13 -459 4,16 4,52 LOC_Os04g33860 2,00E-50 expressed protein

Contig4058_s_at -3,88 -3,77 4,82 3,79 LOC_Os04g44470 2,00E-12  protein KUNL1 - Kunitz-type trypsin inhibitor precursor
Contig6278_at -3,76 -589 2,61 2,84 LOC_0Os01g21590 8,00E-56 protein homeodomain

Contig22399_at -3,56 -3,12 5,28 3,19 LOC_0s02g53570 8,00E-13  protein DEFL74 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig13708_s_at 3,97 -348 485 358

Contig19785_at -3,66 -3,53 4,71 3,55 AT2G02140 9,00E-10 LCR72 (LOW-MOLECULAR-WEIGHT CYSTEINE-RICH 72); peptidase inhibitor
Contig5348_s_at -3,69 -590 2,25 3,00 AT4G10270 5,00E-21  wound-responsive family protein

HA28D17r_s_at -3,78 -3,57 4,54 3,70 AT1G44191 6,00E-19 Encodes a ECA1 gametogenesis related family protein
Contig19958_at -3,29 -3,18 4,87 3,19 LOC_0s01g52770 2,00E-29 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig8349_at -3,56 -3,44 456 3,50 LOC_Os08g04740 2,00E-13 protein expressed protein

HA09g16r_at -3,82 -359 4,33 4,96 LOC_Osllgl1680 6,00E-21 protein LGC1

Contig2587_at -590 -4,37 3,50 4,87 LOC_Os12g38140 2,00E-48 expressed protein

Contig12818_at -3,56 -3,40 4,42 3,50 LOC_Os02g15710 4,00E-35 plastocyanin-like domain containing protein
HB30P16r_at -593 -437 337 397

Contig11592_x_at 417 -389 3,84 3,64

Contig14073_at -3,53 -4,44 3,25 3,98 LOC_Os05g08800 8,00E-60 DUF581 domain containing protein

Contig17901_at -4,24 -3,86 3,77 3,98 LOC_Os05910830 2,00E-83 protein proteophosphoglycan ppg4

Contig11594_at -3,77 -354 4,07 3,64 LOC_Os01g40750 8,00E-14 expressed protein

HAQ03CO08u_at -3,18 -291 4,60 3,10 UniRef90_Q2R3F9 5,00E-20 LGC1, putative

Contig16272_at -3,34 -395 351 4,40 LOC_Os06g15600 2,00E-41 plastocyanin-like domain containing protein
Contig14215_at -3,78 -3,44 4,00 3,47 LOC_Os05g45460 6,00E-54 protein POEI52 - Pollen Ole e | allergen and extensin family
Contig1429_at -3,81 -2,89 450 2,94 LOC_0Os02g36690 2,00E-08 hypothetical protein

Contig12979_s_at -4,31 -3,63 3,69 4,51 AT1G31810 4,00E-05 actin binding protein

EBro03_SQ001_C05_at 3,78 -361 3,63 4,14 LOC_0s10g22050 4,00E-11 expressed protein

Contig11448_at -4,26 -3,79 3,42 3,76 Contigl3701_at 2,00E-46 AP2 domain containing protein

Contig3597_at -342 -399 321 3,09 AT1G44191 6,00E-19 Encodes a ECA1 gametogenesis related family protein
HVSMEI0013G22r2_at -4,48 -3,46 3,70 2,96 UniRef90_Q4W1F8 1,00E-146 Expansin EXPB11 protein

Contig3693_at -3,43 -3,63 3,50 3,47 UniRef90_Q2R3F8 3,00E-22 LGC1, putative

Contig23976_at -3,47 -325 3,75 4,14 LOC_0s02g13450 8,00E-05 MEGL7 - Maternally expressed gene MEG family protein
Contig12232_at -4,30 -3,43 355 3,96 UniRef90_QO011Z2 2,00E-82 0OSIGBa0102D10.1 protein (H0823A09.7 protein)
Contig23211_at 300 -377 3,07 293 LOC 0Os01g10080 2,00E-20 expressed protein

HA27EOQ7r_at -3,30 -3,14 365 3,22

Contig26125_at -324 -294 372 295

Contig13817_s_at -2,94 -3,67 293 3,84 LOC_0s02g53620 8,00E-91 nuclear transcription factor Y subunit

Contig775_x_at -3,18 -3,00 3,556 3,16 UniRefd0_B2C4K0 1,00E-51 Endosperm transfer cell specific PR60
Contig14187_at -3,61 -3,28 3,27 4,00 LOC_Os05g50940 5,00E-20 conserved hypothetical protein

Contig21737_at -3,42 -2,88 3,66 2,84 LOC_Os06g28124 4,00E-30 protein glycosyltransferase

Contig22553_at -3,62 -3,27 3,22 4,53 LOC_0s03g09200 1,00E-28 protein domain of unknown function DUF966
Contig17489_at -3,01 -3,42 3,05 3,46 UniRef90_QODLGO 1,00E-115 Formin-like protein 14

Contig25269_at -3,32 -3,17 3,19 3,80 LOC_0s05g28350 1,00E-21 AP2 domain containing protein
EBed02_SQ002_017_at  -325 -295 339 344

Contig15167_at -3,03 -2,73 3,44 3,66 AT4G18670 5,00E-16 protein binding / structural constituent of cell wall
Contig18254_at -3,34 -3,04 313 298

Contig16695_at -4,12 -3,62 254 3,00 LOC_0Os02g53870 2,00E-30 expressed protein

Contig3735_at -4,42 -324 283 3,47 UniRef90_Q8L698 2,00E-25 Defensin

Contig17447_at -3,13 -2,86 2,97 3,73 UniRefo0_Q6Z4E7 8,00E-85 Putative pectin-glucuronyltransferase

Contig9939_at -3,14 -2,69 2,92 4,41 LOC_Os06g50080 2,00E-34 DUF581 domain containing protein

Contig10396_at -3,08 -2,63 2,82 4,65 LOC_0Os01g12070 6,00E-91 protein endoglucanase precursor

rbags13f02_at 2,84 -263 281 4,19

EBro07_SQ003 G24_s_at -2,75 -2,49 264 4,75 LOC_0s02g37490 3,00E-18 glycine-rich cell wall structural protein

Contig4506_at -2,04 -153 6,30 1,35 LOC_Os10g14020 2,00E-32 protein TPD1

Contig151_at -1,89 -1,57 5,28 1,68 LOC_Os01g04730 1,00E-16 protein ribosomal protein L24

HAO4g14r_at -0,12 -0,09 6,45 0,14 LOC_0Os02g07495 3,00E-05 hypothetical protein

Contig25447_at 1,41 -128 405 1,85 LOC_0s12g29590 4,00E-08 expressed protein

Contig1858_at -0,38 -0,24 4,62 0,38 LOC_Os07g44550 1,00E-133 protein peroxidase precursor

Contig19759_at -0,15 0,00 4,65 0,04 LOC_Os06g11210 2,00E-37 protein 12-oxophytodienoate reductase

HA24118r_at -1,76 -1,24 3,28 1,14 LOC_Os03g31630 1,00E-10 protein OsSub29 - Putative Subtilisin homologue
Contig16415_at 0,58 -0,07 4,08 -0,20 LOC_Os04g43650 1,00E-173 protein L-allo-threonine aldolase
EBro04_SQ004_007a_at -0,94 -0,67 3,02 0,73 LOC_Os01g11790 2,00E-22 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase
Contig21047_at -0,99 -0,92 2,64 1,18 LOC_0Os02g07440 2,00E-09 protein DEFL78 - Defensin and Defensin-like DEFL family
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Probe Set odi Adi 4dc 8dc Numero de entrada e-value Descripcion

Contigl5279_s_at 0,33 002 356 0,00

Contig14932_at -0,57 -0,69 246 0,55 LOC_Os08g31340 4,00E-76 heawy metal-associated domain containing protein
HVSMEIO011NO7r2_at -0,18 0,18 333 -0,15

HV14J05u_x_at 1,17 058 241 0,83

Contig18187_at -0,66 -0,56 2,41 0,63 LOC_0Os04g43300 1,00E-103 BRCAL C Terminus domain containing protein

Contig9239_s_at -0,10 -0,75 2,11 0,29 UniRef90_QOUDA6 8,00E-06 Putative uncharacterized protein-Phaeosphaeria nodorum
Contig14704_at -0,34 -0,06 2,62 0,49 AT1G49770 1,00E-31 RGE1 (RETARDED GROWTH OF EMBRYO 1)

Contig23940_at -0,51 -0,53 2,06 0,60 LOC_0Os07g02280 1,00E-119 protein pentatricopeptide

Contig3457_x_at -0,79 -1,90 0,78 0,79 LOC_Os05g08360.1 1,00E-151 protein rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin 2
HVSMEDb0007001f_at 6,20 -3,91 -1,23 1,24 LOC_Os04g16874.1 0.0 protein photosystem Il 44 kDa reaction center protein
Contig7946_at -0,61 -2,13 0,55 0,63 LOC_0Os03g44010.2 4,00E-98 protein nucleolar protein NOP5

Contig902_x_at -0,22 -1,88 0,80 0,20 LOC_0Os11g14220.1 0.0 protein tubulin/FtsZ domain containing protein

Contig8770_at -3,30 -1,33 1,34 1,18 LOC_0s12g02970.1 2,00E-18 protein RNA binding protein, putative

HY04I03T_at -1,00 -1,69 0,98 0,99 LOC_Os01g71960.1 1,00E-22 protein endonuclease

Contig10819_at -2,46 -1,38 1,29 1,26 LOC_0s02g45250.1 1,00E-13 protein homeobox and START domains containing protein
Contig9882_at -0,30 -2,32 0,35 0,34 LOC_Os07g31270.1 7,00E-68 protein cupin 2, conserved barrel domain protein

Contig14049_at -0,87 -1,43 1,24 0,70 LOC_Os01g01350.1  1,00E-115 protein SNF7 domain containing protein

Contig7069_at 0,69 -225 0,42 -0,44 LOC_Os06g20320.1 0.0 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
Contig14606_at -1,99 -1,30 1,37 1,47 LOC_Os09g28060.1 6,00E-43 protein MORN repeat domain containing protein

Contig8614_at -0,87 -1,71 0,96 1,35 LOC_Os04g36660.1 0.0 protein calmodulin binding protein

Contig2504_at 321 -3,39 -0,73 0,50 LOC_0Os03g53150.1 1,00E-102 protein OsIAA13 - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig9183_at 0,01 -2,76 -0,09 0,37 LOC_Os06g06770.1 1,00E-177 protein OsPOP11 - Putative Prolyl Oligopeptidase homologue
Contig18666_at -1,20 -151 1,15 1,28 LOC_0s12g33090.1 2,00E-66 protein zinc finger family protein

Contig8959_at -0,63 -2,21 0,45 0,53 LOC_0s10g41030.2 2,00E-75 protein agenet domain containing protein

Contig5344_at 2,53 -2,68 -0,01 0,00 LOC_0Os07g01030.1 0.0 protein glycosyl transferase, group 1 domain containing protein
HVSMEDb0003G21r2_s_at 4,12 -344 -0,78 0,92 LOC_Os05g13940.1  1,00E-162 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig26531_at -5,27 -1,41 2,05 1,16 LOC_0Os03g08620.1 9,00E-11 B3 DNA binding domain containing protein

HS18B10u_s_at 162 -961 -063 052 LOC_0Os03g55350.1 0.0 protein OsSub31 - Putative Subtilisin homologue

Contig1689_at 0,26 -10,31 -0,68 1,80 LOC_Os01g60740.2 2,00E-46 protein LTPL16 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig5523_s_at 0,66 -9,67 -0,32 0,31 LOC_0Os04g20280.1 1,00E-103 protein expressed protein

Contig3257_at 0,29 -998 -044 0,75 LOC Os01g14850.1  1,00E-34 protein MFS18 protein precursor

Contig3259_at -0,02 -10,07 0,26 1,99 LOC_0s12g02290.1 5,00E-41 protein LTPL23 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
HMO04L20u_at 1,14 -883 -0,97 0,64 LOC_Os06g46680.1 0.0 protein cytochrome P450

Contig1881_s_at 0,01 -954 -0,16 0,58 LOC_0s05g43690.1 1,00E-68 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like protein 3 precursor
Contig2263_s_at 4,78 -4,48 -0,10 0,08 LOC_0Os01g17170.1 0.0 protein magnesium-protoporphyrin IX monomethy! ester cyclase,chloroplast
Contig12038_at 1,28 -7,81 -054 0,47 LOC_0s12g01770.1 6,00E-91 protein protein phosphatase 2c

Contig15518_s_at 0,11 -8,48 -0,02 1,79 LOC_Os10g28060.1 0.0 protein 3-ketoacyl-CoA synthase

Contig9814_at -0,23 -8,63 0,34 1,09 LOC_Os04g48160.1 0.0 protein 1Q calmodulin-binding motif family protein

Contig3081_at 0,83 -750 0,19 -0,07 LOC_Os04g35570.1 0.0 protein Regulator of chromosome condensation domain containing protein
Contig12086_at 0,25 -8,05 -005 0,04 LOC_Os05g41030.1 3,00E-55 protein LTPL67 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig13334_at 0,16 -8,01 -0,12 0,72 LOC_0s07g37810.2 1,00E-139 protein STRUBBELIG-RECEPTOR FAMILY 1 precursor
Contig5523_at 0,95 -7,13 -0,21 0,19 LOC_0Os04g20280.1 1,00E-103 protein expressed protein

HYO07I12u_s_at 1,45 -653 -0,04 0,23 LOC_0s02g51040.1 1,00E-135 protein expansin precursor

basd23g06_s_at 3,42 -454 -168 156 LOC_0s01g53240.1 1,00E-177 protein BURP domain containing protein

Contig5420_at 1,21 -6,72 -0,38 0,26 LOC_0s01g06490.1 0.0 protein OsSCP1 - Putative Serine Carboxypeptidase homologue
Contig6704_at -0,23 -8,11 0,02 0,80 LOC_0Os04g44610.1 0.0 protein white-brown complex homolog protein 11
Contigd811_s_at 0,38 -7,29 0,14 -0,12 LOC_Os04g48230.2 0.0 protein dehydration response related protein

Contig3479_at 041 -721 -0,02 0,07 LOC_0Os10g39440.1 0.0 protein transporter family protein

Contig5275_at -025 -7,87 0,25 0,555

Contig5362_at -0,54 -8,12 0,552 1,18 LOC_0Os10g25780.1 0.0 protein FAD-linked oxidoreductase protein

Contig10928_at 3,15 -436 -0,79 0,61 LOC_Os07g44710.1 1,00E-82 protein - CAMK includes calcium/calmodulin depedent protein kinases
Contig9621_s_at -1,04 -8,40 1,12 2,16 LOC_0Os03g59300.2 4,00E-90 protein expressed protein

rbags1d23_s_at 0,50 -6,73 -0,10 0,15 LOC_0s03g21080.1 8,00E-83 protein guanine nucleotide exchange factor

Contig12179_at -0,22 -7,26 0,34 0,20 LOC_Os06g10660.1 1,00E-176 protein lysM domain-containing GPl-anchored protein 1 precursor
Contig5492_at -0,37 -7,33 0,46 0,27 LOC_0s02g57670.1 1,00E-83 protein ribosomal L9

Contig8002_at 0,00 -693 0,01 0,26 LOC_0s03g07590.1 6,00E-14 protein hypothetical protein

Contig5004_at -0,01 -692 0,65 0,01 LOC_0Os07g38300.1 1,00E-120 protein ribosome recycling factor

Contig7987_at 1,80 -506 -0,27 0,45 LOC_0s02g17920.1 1,00E-166 protein glyoxalase family protein

Contig8458_at 1,71 512 0,35 -0,08 LOC Os08g44870.1  1,00E-151 protein MATE efflux family protein

Contig12144_s_at -0,13 -6,82 0,09 0,02 LOC_Os03g14210.1 3,00E-87 protein glycosyl hydrolases family 17

Contig10526_at -0,45 -7,07 041 0,65 LOC_Os04g58470.1 0.0 protein choline transporter-related

Contig21617_at -0,24 -6,85 0,33 1,39 LOC_Osl11g10460.1 1,00E-147 protein peroxidase precursor

Contig11923_at -1,23 -7,83 0,74 1,93 LOC_Os04g54280.1 2,00E-35 protein retrotransposon protein, putative, Tyl-copia subclass
Contig12256_at -0,17 -6,66 0,12 0,35 LOC_Os01g70160.1 1,00E-117 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig5189_at -0,49 -697 0,49 1,18 LOC_0s03g16230.2 1,00E-123 protein oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family protein
Contig3513_at -1,58 -7,88 1,30 2,27 LOC_0s02g06560.1 3,00E-23 protein wound induced protein

Contig11115_at -0,07 -6,31 0,17 0,94 LOC_0s10g33960.2 0.0 protein START domain containing protein

Contig15786_at -0,78 -6,96 1,25 0,58 LOC_0s09g35940.1 1,00E-109 protein cytochrome P450

Contig5884_at 0,00 -6,16 -0,05 0,53 LOC_Os04g38310.1 1,00E-147 protein expressed protein

HO13009S_s_at 0,00 -6,14 0,29 0,00 LOC_0s06g48950.1 1,00E-169 protein auxin response factor 19
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Contig18064_at -0,63 -6,69 0,62 0,49 LOC_0Os04g51680.1 8,00E-28 protein hypothetical protein

Contig5768_at -0,35 -6,37 0,43 0,39 LOC_0s03g22430.1  1,00E-162 protein OsClp5 - Putative Clp protease homologue
Contig5659_at -0,76 -6,73 0,92 0,75 LOC_Os11g34940.1 2,00E-36 protein plastid-specific 50S ribosomal protein 6, chloroplast precursor
Contig6623_s_at -0,03 -593 0,12 0,05 LOC_Os08g20660.2 0.0 protein sucrose-phosphate synthase

Contig2876_at -0,16 -6,01 0,00 1,14 LOC_Os10g40730.1 1,00E-115 protein expansin precursor

Contig19815_at -0,53 -6,30 0,84 0,44 LOC_Os11g31090.1 1,00E-109 protein transferase family protein

Contig13701_at -0,87 -658 0,76 1,12 LOC_Os07g04190.1 0.0 protein receptor protein kinase CLAVATAL precursor
Contig17317_at -1,59 -7,30 1,03 1,71 LOC_Os04g54300.1 1,00E-32 protein wound induced protein

HV_CEa0013020r2_s_at -0,40 -6,09 043 0,18 LOC_0s12g39420.9 0.0 protein nucleobase-ascorbate transporter

Contig13879_at -156 -7,22 1,52 2,23 LOC_Os07g43580.1 1,00E-121 protein MYB family transcription factor

Contig14170_at 0,00 -561 0,30 -0,02 LOC_Os06g48950.1 1,00E-169 protein auxin response factor 19

Contig14370_at 2,41 -317 -0,76 0,50 LOC_Os06g13830.1 7,00E-76 protein endoglucanase

Contig7275_at -0,89 -6,41 1,14 2,13 LOC_0Os01g16140.1 9,00E-16 protein expressed protein

Contig3514_at -1,94 -7,42 1,40 2,24 LOC_Os04g54280.1 3,00E-33 protein retrotransposon protein, putative, Tyl-copia subclass
Contig5748_at -0,23 -569 0,13 0,65 LOC_Os06g40450.2  1,00E-143 protein targeting protein for Xklp2

Contig16059_at -0,58 -593 0,67 0,43 LOC_0Os09909360.1 1,00E-83 protein esterase/lipase/thioesterase

Contig6578_at 2,24 -3,05 0,13 -0,06 LOC_0Os10g37520.1 0.0 protein major facilitator superfamily domain-containing protein 5
Contig10306_s_at -0,66 -591 0,88 0,42 LOC_0Os05927100.1 6,00E-48 protein expressed protein

Contig15715_at -1,34 -658 1,38 1,53 LOC_0s02g54360.1 6,00E-61 protein enzyme of the cupin superfamily protein
Contig10408_at -1,02 -6,23 091 1,10 LOC_Os05g34150.1 1,00E-117 protein glutathione S-transferase

Contig19106_at -0,79 -599 0,78 3,91 LOC_Os07g48910.1 1,00E-21 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig3512_s_at -2,40 -7,58 1,73 2,41 LOC_Os04g54280.1 9,00E-36 protein retrotransposon protein, putative, Tyl-copia subclass
Contig7678_at 0,32 -483 -0,46 0,44 LOC_0s02g38820.1 1,00E-100 protein expressed protein

Contig1192_s_at 0,17 -4,92 0,08 -0,05 LOC_Os11g07020.1 0.0 protein fructose-bisphospate aldolase isozyme
Contig14515_at -1,87 -6,90 2,17 1,84 LOC_0Os01g67110.1 5,00E-74 protein expressed protein

Contig10074_at -1,08 -6,05 1,28 1,01 LOC_Os07g41720.2 2,00E-98 protein nuclear transcription factor Y subunit

Contig19828_at -1,07 -6,03 098 1,83 LOC_0s09909980.1  1,00E-127 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig18984_s_at -0,10 -5,00 0,13 0,87 LOC_0Os03g03990.1 5,00E-50 protein signal recognition particle 43 kDa protein, chloroplast precursor
Contig17002_at -0,76 -559 0,77 0,78 LOC_0Os03g27770.1 8,00E-41 protein heme oxygenase 2

Contig15376_at -1,90 -6,68 1,68 2,34 LOC_Os08g04190.1 2,00E-98 protein homeobox and START domains containing protein
Contig11109_at -1,17 -591 1,13 1,25 LOC_0s03g02960.1 4,00E-88 protein nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
HY10BO5u_x_at -0,62 -536 064 0,76

Contig3659_at -0,62 -516 1,01 0,65 LOC_0Os12g35630.1 4,00E-77 protein elongation factor TS family protein

Contig21692_at -0,01 -455 258 0,01 LOC_Os12g06260.1 9,00E-29 protein harpin-induced protein 1 domain containing protein
Contig4380_at -0,28 -4,82 0,60 0,35

rbags21b15_at 0,89 -363 0,64 -0,68 LOC_Os07g05720.1 1,00E-05 protein TCP family transcription factor

Contig1510_at -0,57 -5,07 0553 0,44 LOC_0Os03g01530.1 0.0 protein tubulin/FtsZ domain containing protein
Contigd490_s_at -0,21 -4,61 052 0,22 LOC_0Os04g59494.1 6,00E-49 protein transportin-2

Contig15031_at -1,19 -558 1,63 1,10 LOC_Os01g03180.1 1,00E-05 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig18354_at -0,26 -461 0,38 0,48 LOC_0Os01g52170.1 0.0 protein expressed protein

Contig8243_at -1,31 566 1,65 1,32 LOC_Os09g03750.1 1,00E-119 protein ankyrin

Contig14649_s_at 0,17 -4,14 0,00 -0,05 LOC_0s02g49770.1 1,00E-96 protein NHL repeat-containing protein

Contig1943_s_at 0,29 -399 0,00 0,00 LOC_0Os03gl7580.1 1,00E-103 protein ribosomal protein L10

HVSMEQ0001H24r2_s_at 0,16 -411 0,47 -0,04 LOC_Os01g32730.1 1,00E-122 protein tetratricopeptide repeat containing protein
HVO05C10u_s_at 0,04 -418 0,26 -0,08 LOC_Os04g38750.1 8,00E-73 protein plastid-specific 30S ribosomal protein 3, chloroplast precursor
Contig10313_at 0,02 -415 -0,02 0,34 LOC_Os10g10170.2 0.0 protein PPR repeat domain containing protein

Contig5341_at 1,10 -3,01 0,16 -0,14 LOC_0s03g36540.1 0.0 protein magnesium-chelatase subunit chll, chloroplast precursor
HVSMEDbO002N13r2_at -1,45 553 1,63 1,76 LOC_Os04g47480.1 2,00E-21 protein DUF630/DUF632 domains containing protein
Contigd777_at -0,81 -4,84 0,78 1,37 LOC_0Os10g42110.1 0.0 protein protein kinase family protein

Contig25313_at -1,67 -569 1,52 1,90 LOC_0Os01g61180.1 2,00E-51 protein exo70 exocyst complex subunit domain containing protein
Contig18416_s_at -1,46 545 1,76 1,35 LOC_Os08g45030.1 2,00E-28 protein multidrug resistance protein

Contig11825_at -154 -552 1,34 1,21 LOC_Os03g08940.1 1,00E-28 protein conserved hypothetical protein

Contig8954_at -0,81 -4,75 0,65 1,03 LOC_Os07g33650.3 3,00E-47 protein expressed protein

Contig7136_at 0,58 -3,35 -0,27 0,21 LOC_Os07g38530.1 0.0 protein - STE kinases include homologs to sterile 7, sterile 11 and sterile 20
Contig10268_at -0,19 -4,11 0,35 0,18 LOC_0s10g39930.2 0.0 protein cytochrome P450 97B2

Contig15689_at -0,08 -399 048 0,08

Contig12113_at 0,30 -3,56 1,47 -0,06 LOC_Os12g38750.2 0.0 protein nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
HV14CO07u_at -0,35 -4,17 0,35 0,49 LOC_Os03g61620.2 3,00E-38 protein expressed protein

Contig13899_at -0,16 -3,96 0,17 0,27 LOC_Os03g16890.1 4,00E-90 protein N-acetylglucosaminyltransferase

Contig20858_at -1,86 -557 1,75 2,09 LOC_0Os11g20360.2 1,00E-166 protein expressed protein

Contig8473_at 0,05 -357 0,00 0,67 LOC_0s02g57710.1 0.0 protein signal peptide peptidase-like 2B

Contig14976_at 0,04 -353 -0,01 0,22

Contig16088_at -2,44 599 257 2,30 LOC_0s05g43820.3  1,00E-109 nprotein ras-related protein

Contig16978_at -0,50 -4,02 0,17 0,28 LOC_Os07g46340.1 1,00E-102 protein methyltransferase

Contig26366_at -0,18 -3,70 0,17 0,50 LOC_Os08g10550.1 1,00E-100 protein potassium transporter

Contig18085_at -1,47 -497 1,56 3,03 LOC_0s03g21730.1 1,00E-157 protein receptor-like protein kinase precursor

HZ65E19r_at -0,11 -3,60 0,09 0,08 LOC_0Os09g02660.1 2,00E-06 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig10939_at -1,49 -495 1,47 1,35 LOC_0s12g37530.2 1,00E-159 protein expressed protein

Contig9976_at -1,91 -530 1,61 1,57 LOC_0Os01g16530.1 1,00E-127 protein OsClpl - Putative Clp protease homologue
Contig23110_at -155 -491 1,24 256 LOC_Os03g16350.1 1,00E-35 protein DNA binding protein
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Contig3659_s_at -0,50 -3,84 0,51 0,48 LOC_0Os12g35630.1 1,00E-141 protein elongation factor TS family protein

Contig9442_at -1,06 -4,39 1,08 1,22 LOC_0s02g58450.1 4,00E-75 protein uncharacterized ACR, COG1399 family protein
HVSMEbO0005B05r2_at -0,53 -3,79 0,72 0,64

Contig25923_at -0,57 -3,76 0,60 2,19 LOC_Os03g50140.1 2,00E-43 protein plastocyanin-like domain containing protein
Contig2056_x_at -1,70 -4,78 2,03 4,28 LOC_Os06g04950.1 7,00E-43 protein early nodulin 93 ENOD93 protein
HVSMEDbO0013I122f_s_at -0,66 -3,68 0,65 0,97 LOC_0s05g02130.1 0.0 protein ankyrin repeat domain-containing protein 28
Contig20303_at -1,14 -4,14 1,18 1,42 LOC_0s01g56320.1 2,00E-43 protein OsSub4 - Putative Subtilisin homologue
Contig5630_at -0,69 -3,67 0,84 0,74 LOC_Os04g31820.1 2,00E-30 protein hypothetical protein

Contig10242_at 029 -266 -0,32 1,47 LOC_Os06g35900.1 3,00E-11 protein BES1/BZR1 homolog protein

Contig11234_at -0,04 -291 0,07 0,81 LOC_0s129g39620.3 0.0 protein disease resistance protein

HEO01B10u_s_at -0,53 -3,40 0,88 0,53 LOC_0s08g44210.1 1,00E-53 protein dihydroneopterin aldolase

Contig18416_at -2,16 -4,98 243 1,99 LOC_0s08g45030.1 2,00E-28 protein multidrug resistance protein

Contig19614_at -0,63 -344 0,69 1,00 LOC_Os07g36910.2 1,00E-14 protein OsFBX254 - F-box domain containing protein
Contig16163_at -0,83 -3,57 2,50 0,93 LOC_0s04g52920.2 1,00E-146 protein remorin family protein

Contig14882_at -1,70 -4,45 155 1,86 LOC_0s02g58120.1 1,00E-126 protein oxidoreductase/ transition metal ion binding protein
Contig9078_at -0,61 -3,30 0,57 0,62 LOC_0Os06g04560.1 0.0 protein kinesin motor domain containing protein
Contig21171_at -1,15 -3,70 1,01 1,47 LOC_Os10g41230.1 2,00E-89 protein homeobox associated leucine zipper
Contig16427_at -2,10 -4,56 2,02 2,92 LOC_Os04g38570.2 6,00E-80 protein multidrug resistance protein

Contig19707_at -1,05 -3,46 1,39 0,76 LOC_0s12g32280.1 2,00E-55 protein SWIB/MDM2 domain containing protein
Contig6805_at -2,36 -4,69 230 3,12 LOC_0Os01g65830.1 0.0 protein acyl-desaturase, chloroplast precursor
Contig4206_at 0,11 -9,44 -0,07 0,41 LOC_Os03g08360.1 0.0 protein 3-ketoacyl-CoA synthase 10

Contig5665_at -1,48 -7,50 1,54 1,49 LOC_Os03g25480.1 0.0 protein cytochrome P450

Contigl244_s_at -0,27 -8,56 0,23 0,34 LOC_Os07g48490.2 1,00E-178 protein stress responsive protein

HS17D15r_s_at -3,69 -6,21 245 3,14 LOC_0s03g52470.1 0.0 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig4362_at 0,75 -834 0,08 -0,12 LOC_Os12g34890.1 1,00E-55 protein acyl carrier protein

Contig8900_at -0,86 -7,37 0,93 0,84 LOC_0Os09g32550.2 0.0 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig7632_at 2,46 -8,16 0,11 -0,07 LOC_0s02940784.1 0.0 protein WAX2

Contig7499_at -0,89 -7,35 0,80 1,34 LOC_0Os01g05060.1 3,00E-96 protein mitochondrial glycoprotein
HVSMEQ0002D22r2_s_at -0,39 -7,58 0,19 0,86 LOC_0Os04g44610.1 0.0 protein white-brown complex homolog protein 11
Contig2314_at 053 -799 -0,32 0,24 LOC_0Os02g03330.1 2,00E-99 protein expressed protein

Contig10147_s_at -1,49 -6,26 1,41 1,92 LOC_Os03g56270.2 0.0 protein receptor protein kinase CLAVATAL precursor
Contig6218_at 1,97 -8,63 -0,98 0,74 LOC_0s08g42040.2 1,00E-60 protein LTPL8O - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig18518_at -0,65 -6,95 0,71 2,84 LOC_0Os07g48910.1 8,00E-22 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
S0000200079C09F1_s_at 0,04 -7,77 -0,12 0,40 LOC_0s06902370.1 0.0 protein expressed protein

Contig10393_at -0,27 -7,33 0,24 0,87 LOC_Os03g43420.1 1,00E-128 protein single-stranded DNA-binding protein

Contig5655_at 0,05 -7,55 -0,07 0,24 LOC_Os04g31700.1 1,00E-156 protein methylisocitrate lyase 2

Contig15302_at 0,09 -7,18 0,29 -0,13 LOC_0Os04g39100.1 1,00E-152 protein peroxidase precursor

Contig19970_at -7,08 -4,47 2,97 3,14 LOC_Os05g02630.1 3,00E-33 protein lysine-rich arabinogalactan protein 19 precursor
Contig8986_at -0,83 -6,43 0,85 1,44 LOC_0Os10g42230.2 1,00E-111 protein AT hook motif domain containing protein
Contig8226_at 055 -7,73 -0,66 0,43 LOC_0s03g10030.1 3,00E-95 protein membrane associated DUF588 domain containing protein
Contig14436_at -0,15 -6,89 0,15 0,09 LOC_0s12g40750.1 1,00E-51 protein pectinesterase inhibitor domain containing protein, putative
Contig12158_at -1,26 571 1,33 231 LOC_Os09g24820.1 2,00E-54 protein ZF-HD protein dimerisation region containing protein
Contig7824_at -0,37 -6,54 0,47 1,49 LOC_Os12g05040.1 1,00E-116 protein heawy-metal-associated domain-containing protein
EBma04_SQ002_G23_at  -2,38 -2,07 4,94 2,08

Contig19853_at -1,59 -533 1,67 1,62 LOC_0s07g32590.1 9,00E-53 protein peptidase, M24 family protein

Contig19336_at -2,44 -2,28 4,64 245

Contig9763_s_at -0,31 -6,57 0,34 0,29 LOC_Os07g33660.1 2,00E-65 protein expressed protein

Contig10096_at -1,62 -563 1,27 1,85 LOC_0s03g02300.1 8,00E-25 protein expressed protein

Contig23344_at -1,44 512 1,78 1,40 LOC_0Os10g32540.1 6,00E-52 protein SAP domain containing protein
HVSMECc0015C10r2_at -1,50 -4,20 2,70 1,45 LOC_0s01g59350.1 8,00E-60 protein transcription factor

Contig8459_at -1,47 -585 1,02 1,42 LOC_Os01g32770.1 6,00E-82 protein DUF260 domain containing protein

Contig3258_at -0,04 -6,72 0,13 1,06

Contig12953_at -1,56 -531 1,50 1,65 LOC_0s12g37370.1 5,00E-65 protein DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB9
Contig18852_at 049 -7,03 -0,23 0,23 LOC_0Os05g48150.1 8,00E-23 protein transposon protein, putative, unclassified
HU12N23u_s_at -6,36 -3,56 3,22 3,28 LOC_0s07g41340.1 3,00E-36 protein B12D protein

Contig5255_at 1,11 -7,00 -0,24 0,27 LOC_Os03g07570.4 0.0 protein aminotransferase

Contig8508_at -0,07 -6,67 0,08 0,10 LOC_0s03g21370.1 3,00E-86 protein expressed protein

EBem05_SQ004_K20_at -0,99 -577 0,96 1,11 LOC_0s10g42280.1 9,00E-90 protein cyclase/dehydrase family protein

Contig17992_at -1,18 -588 0,84 1,66 LOC_Os06g38970.1 0.0 protein expressed protein

Contig4278_at -3,05 -437 224 250 LOC_Os08g25720.1 0.0 protein pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit alpha
Contig12587_at -0,83 -580 0,77 0,72 LOC_0Os03g01830.1 2,00E-74 protein DEAD-box ATP-dependent RNA helicase
Contig16702_s_at -2,41 -3,78 2,76 2,27 LOC_Os06¢g51110.2 2,00E-38 protein cyclin

Contig12278_at -2,89 -2,64 384 270

Contig9418_at -0,14 -6,19 0,29 0,48 LOC_Os01g41550.1 0.0 protein aspartic proteinase

Contig21321_at 2,20 -299 347 157 LOC_Os02g08310.1  1,00E-55 protein tubby

Contig8293_at -2,81 -361 285 281 LOC_0s03g58890.2 1,00E-145 protein oxidoreductase

Contig2500_at -0,68 -594 0,550 0,24 LOC_0s05g08570.2 1,00E-81 protein OsIAA1S - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig9438_s_at -0,37 -6,13 0,30 0,48 LOC_Os07g09140.1 1,00E-86 protein expressed protein

Contig1878_at 0,75 -7,15 -0,71 0,72 LOC_0Os03g41438.1 1,00E-169 protein serpin domain containing protein

rbags17d18_s_at -2,47 -3,66 2,77 2,28 LOC_0s07g31430.1 1,00E-56 protein phosphate-induced protein 1 conserved region domain
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Contig20059_at -2,92 -2,62 381 247 LOC_0Os02909620.1 1,00E-162 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig13687_at -2,27 -3,76 2,66 1,62 LOC_0s02907180.1 1,00E-109 protein expressed protein

EBed01_SQO003_C19_at -2,72 -2,63 3,76 2,77 LOC_0s10g20540.1 1,00E-07 protein DEFL69 - Defensin and Defensin-like DEFL family
HA28J12r_s_at -0,20 -6,08 0,31 0,24 LOC_Os02g04460.1 1,00E-127 protein ribosomal protein L3

Contig9841_at 0,64 -644 -0,05 0,06 LOC_Os04g56740.1 0.0 protein 1Q calmodulin-binding motif family protein
Contig24718_at -298 -2,66 371 272

Contig8978_at 0,53 -658 -0,21 0,14 LOC_Os05g28200.1 0.0 protein prenyltransferase

Contig10583_at -2,40 -2,21 4,16 2,24 LOC_0s08904740.1 9,00E-18 protein expressed protein

Contig7834_at -0,77 -566 0,70 0,76 LOC_Os07g06450.1  1,00E-120 protein RNA recognition motif containing protein
Contig12817_at -0,44 6,01 0,34 1,50 LOC_0s05g06990.1 0.0 protein TKL_IRAK_CrRLK1L-1.10

HVSMEQ0001I123r2_at -2,72 -3,02 331 250

HVSMEmMO0012J09r2_at -1,76 -471 1,62 1,26 LOC_0s10g34350.1 0.0 protein aminotransferase, classes | and Il, domain containing protein
HVSMEIO002P14r2_s_at -2,23 -432 2,00 2,38 LOC_0s02g58120.1 1,00E-126 protein oxidoreductase/ transition metal ion binding protein
Contig9436_at 0,24 -611 0,20 -0,17 LOC_Os09g10760.1 2,00E-93 protein RNA recognition motif containing protein
Contig10148_at -1,90 -4,42 188 245 LOC_0s03g56270.2 0.0 protein receptor protein kinase CLAVATAL precursor
Contig10481_at 2,64 -691 -061 0,68 LOC_0s01g59870.1 6,00E-60 protein LTPL65 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig24931_at -2,15 -4,07 223 245 LOC_0s02g06910.1 7,00E-84 protein auxin response factor 6

Contig15471_at -0,58 -5,78 0,50 1,86 LOC_0s06g49100.1 1,00E-64 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
HVSMEmO0015M15r2_s_at 1,72 -6,97 -0,69 0,24 LOC_0s02g41630.2 0.0 protein phenylalanine ammonia-lyase

Contig9255_at -1,32 -499 1,28 1,85 LOC_Os01g16146.1  1,00E-122 protein phenazine biosynthesis protein

Contig7396_at -0,67 -5,62 0,64 0,89 LOC_0s04944920.1 3,00E-97 protein oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family domain
Contig1510_s_at -0,50 -571 0555 0,48 LOC_0s03g01530.1 0.0 protein tubulin/FtsZ domain containing protein
HY02C22u_x_at -0,40 -599 0,25 0,37

Contig20713_at 0,57 -6,02 0,22 -0,17 LOC_Os01g33160.1 9,00E-37 protein stress responsive A/B Barrel domain containing protein
Contig13384_at -2,62 -3,79 244 2,14 LOC_Os08g04400.1 1,00E-162 protein pentatricopeptide repeat domain containing protein
Contig16579_at -2,97 -2,87 3,34 2,73 LOC_0s02g19990.2  1,00E-104 protein reticulon domain containing protein

Contig13508_at 0,81 -6,26 -0,04 0,10 LOC Os11g48070.1 1,00E-131 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig7509_at -0,76 -524 0,96 0,65 LOC_0Os08g04450.3  1,00E-103 protein DAG protein, chloroplast precursor

Contig6132_at 0,71 -6,45 -0,27 0,19 LOC_0s02g13560.4 0.0 protein transporter family protein

Contig5526_s_at 0,07 -596 0,21 -0,07 LOC_Os03g49710.1 1,00E-85 protein ribosomal protein S13p/S18e

Contig26354_at -0,90 -521 0,94 0,77 LOC_0s02910650.2 8,00E-09 protein CRAL/TRIO domain containing protein

Contig10648_at -0,06 -565 050 0,99 LOC_0Os05g34320.2 0.0 protein beta-hexosaminidase precursor

Contig7469_at -2,77 -3,34 281 232 LOC_Os08g04740.1 8,00E-13 protein expressed protein

HF11019r_at 1,67 -6,37 -0,22 0,20 LOC_0Os06912280.1 2,00E-41 protein glycosyl transferase 8 domain containing protein
Contig8125_at 0,78 -6,03 0,11 -0,07 LOC_0Os01g47330.1 7,00E-69 protein ribosomal protein L7/L12 C-terminal domain containing protein
Contig13602_at -0,29 -554 0,58 0,33 LOC_Os12g43590.1  1,00E-148 protein FAD dependent oxidoreductase domain containing protein
HX02004u_at -3,08 -3,10 3,02 3,07 LOC_Os09g37040.1 5,00E-17 protein DUF630/DUF632 domains containing protein
rbags22m24_s_at 0,65 -6,24 -0,12 0,11 LOC_0Os04g45720.1 0.0 protein aldehyde dehydrogenase

Contig6715_at 3,01 -7,18 -1,07 0,84 LOC_0s01g63580.1 0.0 protein glycerol-3-phosphate acyltransferase

Contig2766_s_at 306 -612 -0,01 0,08 LOC_0Os10g35370.2 2,00E-96 protein oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family domain
Contig10154_at -0,05 -6,07 0,03 0,01 LOC_0Os01g71280.1  1,00E-157 protein glycerol-3-phosphate dehydrogenase

Contig20744_at -3,01 -2,78 3,31 291 LOC_0s12g05380.1 2,00E-47 protein glycosyltransferase

Contig11896_at 0,14 -6,17 -0,09 0,74 LOC_Os06g20370.1 3,00E-60 protein microtubule associated protein

Contig10901_at -0,64 -548 0,58 0,84 LOC_0Os08g41340.1 1,00E-110 protein ras-related protein

HVSMECc0015B20r2_at -0,62 -546 059 0,88 LOC_Os04g57360.1 6,00E-07 protein expressed protein

Contig5645_at 1,38 -652 -0,48 0,38 LOC_Os01g07250.1 1,00E-84 protein saposin-like type B, region 1 family protein
EBes01_SQ004_K24_at 201 -1,89 4115 212

Contig10822_at -0,81 -517 0,86 0,72 LOC_0Os03g45400.1 8,00E-82 protein antitermination NusB domain-containing protein
Contig12924_at 5,89 -28 315 314

Contig7279_at 0,12 -507 0,92 -0,07 LOC_0Os01g32730.1 1,00E-122 protein tetratricopeptide repeat containing protein
HY06D12u_s_at 1,12 -597 0,00 0,04 LOC_Os05949430.1 1,00E-150 protein aldose 1-epimerase

Contig24809_at -2,72 -2,02 394 2,03 LOC_0s01g03410.1 1,00E-20 protein ubiquitin, putative

Contig20404_at -0,33 571 0,25 2,28 LOC_Os08g44000.1 3,00E-48 protein uncharacterized protein ycf39

Contig14569_at -0,17 561 0,35 0,21 LOC_0Os07g38930.5 0.0 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig4330_at -2,46 -404 191 2,25 LOC_0s03g19270.3 6,00E-68 protein universal stress protein domain containing protein
Contig11335_s_at 0,19 -6,05 -0,11 0,25 LOC_Os08g16130.1 4,00E-92 protein fiber protein Fh34

Contig20523_at -0,23 -553 0,41 0,42 LOC_0s01g04160.1 4,00E-37 protein expressed protein

Contig4497_at -0,62 -530 0,63 0,56 LOC_0Os06g04530.1 1,00E-154 protein OsClIp9 - Putative Clp protease homologue
HY05016u_s_at 0,12 -6,03 -0,10 0,03 LOC_Os10g39440.1 0.0 protein transporter family protein

Contig19976_at 0,11 -566 0,25 -0,05 LOC_Os04g58750.4 1,00E-93 protein protein kinase family protein

Contig2265_at 0,02 -597 -0,05 0,91 LOC_0s09g19930.1 0.0 protein HOTHEAD precursor

Contig21684_at 0,19 -591 0,00 0,21 LOC_Os04g53950.2  1,00E-165 protein glycosyl hydrolases family 16 protein, protein
Contig12845_at 0,05 -577 0,13 0,06 LOC_Os04g57610.3  1,00E-119 protein auxin response factor

Contig14263_at -0,44 546 044 0,75 LOC_Os07g41850.1 6,00E-20 protein C1-like domain containing protein

Contig5240_at 0,05 -560 0,29 0,00 LOC_0s02g04460.1  1,00E-127 protein ribosomal protein L3

Contig10761_at 0,58 -6,20 -0,30 0,36 LOC_0Os03g16010.1 0.0 protein BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-associated receptor kinase 1
Contig16747_at -0,21 -5,60 0,30 0,32 LOC_0s07930810.1 1,00E-73 protein nucleobase-ascorbate transporter

Contig1247_at 0,62 -575 0,14 -0,12 LOC_0s03g21040.2 0.0 protein stress responsive protein

Contig13773_at -1,29 -494 094 157 LOC_Os01g67180.1 2,00E-17 protein ribonuclease T2 family domain containing protein
Contig6864_at 2,16 -6,75 -0,88 0,80 LOC_0s04g47250.1 4,00E-60 protein cytochrome P450
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Contig4380_s_at 0,00 -578 0,09 -0,01 LOC_Os05901110.1 4,00E-53 protein ribosomal protein L28 protein

Contig20443_at 0,40 -6,13 -0,26 0,43 LOC_0s109g21910.1 0.0 protein acetyl-CoA carboxylase

Contig25611_at -1,55 -423 164 151 LOC_0s08g09270.1 2,00E-70 protein pentatricopeptide

Contig1225_s_at 532 -560 0,26 -0,14 LOC_0s02g44630.2 1,00E-158 protein aquaporin protein

Contig19923_at -1,79 -3,72 2,14 1,46 LOC_0s10g42660.1 1,00E-28 protein expressed protein

Contig3515_x_at -1,76 -425 1,60 2,41 LOC_Os04954280.1 9,00E-36 protein retrotransposon protein, putative, Tyl-copia subclass
Contig19292_at -0,25 -547 0,37 0,32 LOC_0s05926890.1  1,00E-170 protein G-protein alpha subunit

Contig6333_at 0,00 -565 020 0,00 LOC_Os03g04260.1  1,00E-110 protein glutathione S-transferase

Contig10224_at -0,63 -516 0,68 0,78 LOC_0Os05904180.1 1,00E-131 protein agenet domain containing protein

Contig3135_at 0,57 -6,45 -0,62 0,63 LOC_0s03g49990.1 0.0 protein GRAS family transcription factor domain containing protein
Contig20306_at -0,89 -504 0,79 1,40 LOC_0s03g18970.1 8,00E-65 protein protein phosphotase protein

HKO06118r_at 0,41 -572 0,07 0,00 LOC_0Os09912720.2 7,00E-33 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig18643_at -0,32 -501 0,78 0,41 LOC_0s02g20490.1 9,00E-99 protein expressed protein

Contig15125_at 0,86 -6,25 -0,47 0,30 LOC_Os02g57250.1 1,00E-88 protein OsIAA1Q - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig15719_at -0,01 -565 0,13 1,09 LOC_0s09925090.1 6,00E-76 protein CAMK_KIN1/SNF1/Nim1_like.34

Contig8664_at 1,18 -6,20 -0,42 0,31 LOC_Os09912750.1  1,00E-117 protein Myb-like DNA-binding domain containing protein
Contig15872_at -0,23 545 0,33 1,03 LOC_0s03911890.1 8,00E-10 protein potyvirus VPg interacting protein

Contig2941_at 1,33 -559 0,18 -0,10 LOC_0s02g43600.1 2,00E-89 protein 50S ribosomal protein L19, chloroplast precursor
Contig5734_at 051 579 -0,02 0,02 LOC_Os03g50270.1 2,00E-74 protein expressed protein

Contig14405_at -1,57 -3,04 2,73 1,54 LOC_Os04g41110.1 1,00E-77 protein Rad21 / Rec8 like protein
EBem05_SQ002_D05_s_at -2,75 -2,87 2,90 3,83 LOC_0Os06g51060.1  1,00E-152 protein CHIT8 - Chitinase family protein precursor
Contig7097_s_at 1,48 537 0,39 -0,02 LOC_Os12g44020.1 0.0 protein Ser/Thr protein phosphatase family protein
Contig14899_at 0,99 -584 -0,10 0,02 LOC_0Os10937850.1 0.0 protein armadillo

Contig2347_at 2,81 -6,06 -0,32 0,28 LOC_0s03g49600.2 0.0 protein Os3bglu7 - beta-glucosidase, exo-beta-glucanse
HWO09L19u_at -1,18 -3,49 224 1,15 LOC_0s07905470.1 2,00E-80 protein AIR9 protein

HY08K16V_s_at -2,56 -2,61 3,11 249

HZ50B12r_s_at -0,27 527 0,45 0,94 LOC_0s04g32650.1 0.0 protein tRNA synthetase class Il core domain containing protein
Contig4852_at 0,16 -590 -0,18 1,09 LOC_0s07939620.2 0.0 protein C2 domain containing protein

HA26CO03r_at -2,90 -2,45 3,27 2,96 LOC_0s03g59440.1 7,00E-33 protein dirigent

Contig19193_at 0,80 -563 0,08 -0,07 LOC_0s02g50320.1 2,00E-88 protein ATMAP70 protein

HB24E05r_s_at -1,13 -4,97 0,73 0,70 LOC_0Os03g07590.1 3,00E-11 protein hypothetical protein

Contig13424_at -2,20 -3,33 2,38 2,18 LOC_0Os03g50420.1 1,00E-124 protein expressed protein

Contig12961_at -0,76 -502 0,68 0,87 LOC_0s08g14770.1 1,00E-139 protein aminotransferase

Contig20128_at 0,13 -541 0,28 -0,01 LOC_0s09939220.1 5,00E-88 protein deltal4-sterol reductase

Contig12168_at -0,23 -550 0,19 0,58 LOC_0s02g26370.1 1,00E-73 protein wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2
Contig10869_s_at -0,84 -466 1,02 0,51 LOC_Os05g05480.2 2,00E-73 protein OsDegp6 - Putative Deg protease homologue
Contig19701_at -1,46 -478 0,90 1,08 LOC_0s01g32770.1 2,00E-14 protein DUF260 domain containing protein
Contig11697_at -1,22 -4,46 1,23 1,21 LOC_0s07g11280.2  1,00E-172 protein pentatricopeptide containing protein
Contig17318_at -7,40 -2,27 3,42 1,92 LOC_0s04938550.1 3,00E-13 protein expressed protein

Contig8817_at 0,99 -588 -0,20 0,29 LOC_Os06g50370.1  1,00E-110 protein zinc finger, C3HC4 type, domain containing protein
HVSMEbO005M02r2_at -2,87 -2,86 282 348

Contig7403_s_at -1,32 -4,12 1,54 2,22 LOC_0s01g47430.2 1,00E-130 protein protein of unknown function DUF1296 domain containing protein
Contig7283_at -1,64 -3,72 1,94 1,26 LOC_0s01g59120.1  1,00E-169 protein cyclin

Contig14056_at -0,51 -4,88 0,76 0,52 LOC_0s01g43580.1 0.0 protein kinesin motor domain containing protein
Contig14397_at -1,61 -4,01 1,62 219 LOC_0Os06935630.1 2,00E-65 protein reticuline oxidase-like protein precursor
Contig11308_at 309 -661 -0,98 0,86 LOC_0Os119g35400.3 1,00E-135 protein AMP-binding enzyme

Contig13277_at -2,49 -3,19 244 259 LOC_0s12g01950.1 2,00E-66 protein expressed protein

Contig12579_at -0,18 501 0,61 0,16 LOC_0s09g24670.1  1,00E-159 protein CAAX amino terminal protease family protein
Contig7969_at 0,18 -571 -0,09 0,11 LOC_0s03g21080.1 0.0 protein guanine nucleotide exchange factor
Contig19521_at -1,75 -3,25 2,37 1,80 LOC_0Os05933460.2 2,00E-94 protein mTERF domain containing protein

HIO4105u_at -1,73 -3,44 2,18 1,72 LOC_0s12g17530.1 1,00E-13 protein expressed protein

Contig5253_at -1,93 -3,56 2,04 2,34 LOC_Os06g45440.2  1,00E-132 protein haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 3
Contig16172_at -1,08 -4,58 1,02 1,02 LOC_0Os07907310.1 1,00E-11 protein polynucleotide phosphorylase
HVSMEa0012C22f_at -2,18 -3,26 2,34 2,17 LOC_0Os04g44320.1  1,00E-147 protein transposon protein, putative, unclassified
Contig21348_at -2,60 -2,68 291 245

Contig7016_s_at 0,94 -6,34 -0,75 1,27 LOC_0s09931000.1 3,00E-62 protein EF hand family protein

Contig2747_s_at 091 -588 -0,29 0,26 LOC_0Os01g67054.1 0.0 protein calreticulin precursor protein

Contig26322_at 0,00 -549 0,10 0,92 LOC_Os03g35920.1 3,00E-62 protein expressed protein

HKO6NO2r_at -2,32 -2,02 355 220 LOC_0Os03g61150.2 2,00E-08 protein expressed protein

Contigd869_s_at -2,53 -1,99 3,58 1,98 LOC_0s11g32070.1 2,00E-23 protein conserved hypothetical protein

Contig17131_at 0,00 -561 -0,04 0,63 LOC_Os01g68540.1 1,00E-42 protein rho GDP-dissociation inhibitor 1

Contig12350_at -2,49 -2,04 353 1,98

Contig16920_at 0,49 563 -0,07 0,01 LOC_Os01g47200.1  1,00E-120 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
S0000200065D09F1_s_at  -0,61 -4,45 1,10 0,56 LOC_Os03g43510.1 0.0 protein expressed protein

Contig8958_at -0,09 -528 0,28 0,22 LOC_0s10g38710.1 6,00E-79 protein glutathione S-transferase
HVSMEK0022L04r2_s_at 0,73 582 -0,27 0,27 LOC_Os03g12360.2 0.0 protein trehalose-6-phosphate synthase

Contig3134_s_at 0,39 -581 -0,27 0,25 LOC_0s06902420.1 3,00E-31 protein ATOZI1

HVSMEf0023D17f_s_at 0,48 -535 0,18 -0,26 LOC_Os04g41810.1  1,00E-148 protein expressed protein

Contig1247_s_at 0,25 -541 0,11 -0,15 LOC_0s03g21040.2 0.0 protein stress responsive protein

Contig5775_at 0,16 -539 0,13 -0,10 LOC_Os03g03360.1  1,00E-129 protein ribosomal protein L5
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HU13MO08u_at -2,58 -252 299 3,67

Contig17155_at -0,87 -4,41 1,10 0,89 LOC_0s12g02380.1 1,00E-106 protein elongation factor P

Contig16504_at -0,80 -4,72 0,78 1,06 LOC_0s12g01360.1 1,00E-152 protein expressed protein

Contig322_at 1,75 -557 -0,07 0,15 LOC_Os01g13030.2  1,00E-107 protein OSIAA3 - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig14133_at -1,26 -439 1,10 1,25 LOC_Os03g12140.3  1,00E-145 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig2737_at -0,72 -435 1,14 2,88 LOC_Os09g33680.1 0.0 protein Os9bglu31l

Contig12536_at 0,26 -540 0,07 -0,05 LOC_Os01g42870.1 0.0 protein transferase family protein

Contig20686_at -0,89 -4,74 0,72 1,11 LOC_0Os07g01710.1 6,00E-20 protein phytosulfokine receptor precursor
HVSMEa0009F12r2_s_at -2,87 -2,67 2,77 2,72 LOC_0s08g25720.1 0.0 protein pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase
Contig10209_at 0,22 -579 -0,34 0,48 LOC_0s12g32992.1 2,00E-68 protein expressed protein

Contig5679_at -0,32 5,09 0,36 0,49 LOC_Os07g33110.4 0.0 protein CAMK_CAMK_like.33 - CAMK includes calcium/calmodulin depedent
Contig24078_at -2,49 -310 2,34 2,35 LOC_0Os06g49930.3 4,00E-11 protein OsFBX207 - F-box domain containing protein
Contig14490_at -2,36 -3,02 242 2,16 LOC_0s03g58540.1 0.0 protein spoOB-associated GTP-binding protein
EBro08_SQO003_A06_at 0,32 -422 122 -0,12 LOC_0s01g01450.2 1,00E-28 protein stress responsive protein

Contig15381_at -1,12 -422 1,21 1,11 LOC_0Os03g15690.1 1,00E-148 protein phosphate carrier protein, mitochondrial precursor
Contig14748_at -0,35 -514 0,28 0,44 LOC_0Os10g38080.1 2,00E-83 protein OsSub61 - Putative Subtilisin homologue
Contig10978_at -0,44 -496 0,46 1,17 LOC_Os04g52100.1  1,00E-161 protein peptidase, M24 family protein

Contig11326_at 0,19 -549 -0,07 0,28 LOC_0s10g21910.2 1,00E-114 protein acetyl-CoA carboxylase

Contig18750_at -4,23 -2,37 3,056 2,23 LOC_0s04g34970.1 3,00E-47 protein AP2 domain containing protein

HA31NO1r_at -2,82 -2,55 286 3,87 LOC_Os12g09465.1 6,00E-09 protein hypothetical protein

Contig8535_s_at 0,05 -559 -0,18 1,38 LOC_0s02g30600.1 6,00E-27 protein conserved hypothetical protein

Contig16389_at -2,76 -2,64 2,76 2,81 LOC_0Os06926234.3 3,00E-95 protein 1,4-alpha-glucan-branching enzyme

Contig96_s_at -1,60 -3,86 1,54 1,40 LOC_Os03g17100.1 8,00E-63 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig12060_at -1,52 -3,68 1,71 4,20 LOC_Os03g51970.1  1,00E-171 protein growth-regulating factor

Contig14222_at -1,87 -3,18 2,22 1,89 LOC_0Os03g44890.1 2,00E-93 protein anthranilate phosphoribosyltransferase

Contig9681_at 261 -610 -0,71 0,64 LOC_0Os10g42870.1 0.0 protein peptide transporter PTR2

rbags36a18_s_at -0,49 -4,72 0,67 0,23 LOC_Os129g17910.1 0.0 protein T-complex protein

Contig5376_at 0,93 -539 0,00 0,00 LOC_0Os04g45720.1 0.0 protein aldehyde dehydrogenase

Contig11229_at -0,22 -454 085 0,12 LOC_0s07g01820.2 1,00E-119 protein OsMADS15 - MADS-box family gene with MIKCc type-box
Contig9094_at 0,36 -566 -0,29 0,92 LOC_Os01g62260.1 1,00E-124 protein thaumatin

Contig4240_s_at 2,53 -559 -0,23 0,23 LOC_0Os03g62620.4 1,00E-149 protein late embryogenesis abundant protein

Contig12144_at 005 -484 052 -0,08

Contig11034_at -0,69 -444 091 0,66 LOC_0s10g31820.1 1,00E-141 protein fluG

Contig7681_s_at 348 -620 -0,85 0,87 LOC_0Os01g66110.2 0.0 protein methyltransferase

Contig10850_at -0,20 -5,07 0,27 0,22 LOC_0s01g37130.2 0.0 protein protein phosphatase 2C

Contig1335_at -3,59 -250 2,84 234

rbah36c02_s_at -0,81 -4,46 0,88 1,63 LOC_0s05932110.3 7,00E-82 protein COBRA

HA20L20r_at -2,66 -2,34 3,00 3,78 LOC_0Os11g34990.1 3,00E-11 protein DEFL79 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig4873_s_at 0,22 -525 0,09 -0,02 LOC_0Os03g63950.1 1,00E-100 protein plastid-specific 30S ribosomal protein 1, chloroplast precursor
Contig9457_at -2,59 -3,28 205 267 LOC_Os10g39770.1  1,00E-100 protein zinc finger, C3HC4 type, domain containing protein
HVSMEa0004110f2_s_at 0,87 -568 -0,35 0,25 LOC_0s02g13560.4 0.0 protein transporter family protein

Contig17136_at 293 -582 -050 0,44 LOC_0s01g08260.2 2,00E-57 protein pleiotropic drug resistance protein 4

HOO04F17S_at -0,55 -4,04 1,27 0,45 LOC_0s12928750.1 3,00E-19 protein TPD1

Contig9343_s_at 0,35 -562 -0,31 0,24 LOC_Os05g48590.1 1,00E-102 protein OSIAA19 - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
rbags1k09_s_at -0,29 -450 0,80 0,41 LOC_0s08g39420.2 1,00E-149 protein uncharacterized protein yeiN

Contig2348_s_at 2,78 -560 -0,31 0,18 LOC_Os03g49600.2 0.0 protein Os3bglu7 - beta-glucosidase, exo-beta-glucanse
Contig17319_at -0,47 -4,81 048 0,99 LOC_Os01g31110.1 3,00E-41 protein CRS2-associated factor 1, chloroplast precursor
EBes01_SQ002_E05_at 0,04 -528 000 0,09

HF14N13r_at -091 -424 1,04 091

Contig14528_at 091 -424 1,02 111

Contig4958_at -1,69 -321 205 1,26 LOC_Os05g41390.1 2,00E-79 protein cyclin

HV06009u_at -2,51 -2,60 266 3,30 LOC_Os05g41400.1 4,00E-44 protein indole-3-acetate beta-glucosyltransferase
Contig9579_at 2,64 -569 -043 040 LOC_Os03g54084.1 0.0 protein phytochrome C

Contig13722_at 0,29 -535 -0,11 0,75 LOC_0Os03g14900.1 2,00E-70 protein NB-ARC/LRR disease resistance protein

Contig9157_at -0,25 -4,43 0,81 0,37 LOC_0s08g39420.2 1,00E-149 protein uncharacterized protein yeiN

Contig2747_x_at 1,00 -561 -0,37 0,39 LOC_Os01g67054.1 0.0 protein calreticulin precursor protein

Contig15559_at -0,73 -4,47 0,76 1,40 LOC_Os01g65380.1 2,00E-77 protein patellin protein

Contig10471_at -1,40 -3,67 1,55 1,28 LOC_0s11g02480.2 7,00E-89 protein OSWRKY46 - Superfamily of TFs having WRKY and zinc finger domains
rbags36i03_s_at 0,20 -511 0,10 -0,10 LOC_Os03g21040.2 0.0 protein stress responsive protein

HA10F18u_at 589 -229 293 225

Contig7979_at 1,14 -589 -0,68 0,62 LOC_0Os05g04610.1 0.0 protein ABC transporter, ATP-binding protein

Contig20612_at 0,20 -537 -0,16 0,60 LOC_Os01g60270.2  1,00E-107 protein homeobox domain containing protein

HA14117r_at 255 -235 285 242

Contig6728_at 1,55 -523 -0,02 0,05 LOC_Os05g03140.1 1,00E-148 protein tetraspanin family protein

Contig15377_at -0,63 -455 0,65 0,77 LOC_0s01g55340.1 8,00E-70 protein dof zinc finger domain containing protein

Contig7281_at -0,20 -5,13 0,06 0,77 LOC_Os03g58480.1 1,00E-148 protein seed specific protein Bn15D14A

Contig15634_at -2,30 -2,57 2,62 2,18 LOC_0s04g12980.1 1,00E-128 protein UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase
HVSMEQ0016J19r2_s_at 2,67 -583 -0,65 0,70 LOC_0Os09g28690.1  1,00E-167 protein gibberellin receptor GID1L2

Contig6321_at 0,32 531 -0,13 0,16 LOC_Os08g04620.1 1,00E-110 protein MSP domain containing protein

Contig14290_at 2,60 -3,74 1,44 -1,52 LOC_0Os01g39960.1 1,00E-143 protein lycopene epsilon cyclase, chloroplast precursor
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Contig2873_s_at 4,70 -531 -0,14 0,06 LOC_0Os10g40730.1 1,00E-142 protein expansin precursor

EBma03_SQ003_L08_at 2,53 -557 -0,39 0,35 LOC_0s08g06100.1 1,00E-128 protein O-methyltransferase

Contig19806_at 0,03 -462 054 -0,07 LOC_0Os03g07310.2 1,00E-58 protein growth regulator related protein

Contig12768_at 2,01 -605 -0,88 0,82 LOC_0s09g02729.1 0.0 protein phospholipase C

Contig2975_s_at -2,58 -1,98 3,18 1,64 LOC_0s01g27260.1 2,00E-79 protein glutathione S-transferase

Contig3132_at 0,81 -543 -0,27 0,30 LOC_0s06g02420.1 4,00E-31 protein ATOZI1

Contig7510_at 2,49 -537 -0,21 0,19 LOC_0s09g32320.1 1,00E-177 protein growth regulator related protein

Contig11408_at 1,04 -567 -053 0,58 LOC_Os04g52164.1 1,00E-178 protein transferase family protein

Contig11718_at 097 -594 -0,79 0,56 LOC_0Os07g31840.1 1,00E-174 protein leucine-rich repeat family protein
EBem09_SQ004_B23_s_at 0,03 -519 -0,05 0,71 LOC_0Os01g09620.2 1,00E-157 protein zinc finger/CCCH transcription factor
Contig9114_at -1,50 -3,63 150 1,56 LOC_0Os03g31510.1 2,00E-35 protein cysteine proteinase inhibitor 8 precursor
S0000700025G01F1_s_at  -531 -2,89 2,25 2,84 LOC_0s12938140.1 2,00E-48 protein expressed protein

HVSMEa0011H12r2_x_at -0,50 -4,39 0,74 0,44

Contig8533_s_at -1,50 -3,11 2,03 1,33 LOC_0s03g07880.1 4,00E-95 protein nuclear transcription factor Y subunit
HVSMEN0015M01r2_s_at 1,46 -4,69 0,44 -0,13 LOC_Os08g44870.1 1,00E-151 protein MATE efflux family protein

Contig22762_at -1,05 -4,14 098 0,98 LOC_0s05937930.3 3,00E-15 protein expressed protein

Contig5573_at -0,13 -4,69 0,43 0,12 LOC_0s03g24020.1 1,00E-118 protein ribosomal protein L6

Contig11988_at 0,18 -525 -0,14 0,37 LOC_Os01g04710.1 3,00E-78 protein aspartic proteinase

Contig16099_at -2,07 -2,51 2,60 1,73 LOC_Os03g56700.1 9,00E-87 protein expressed protein

Contig9274_s_at 0,24 -463 048 -0,11 LOC_0Os06g43900.1 4,00E-48 protein ribosomal protein L35

Contig8950_at -1,12 -320 1,90 1,16 LOC_0Os10g35980.1  1,00E-120 protein tetraspanin family protein

Contig14330_at 0,78 -442 067 0,61 LOC_0s02g05890.1  6,00E-56 protein EMB1303

HUO1EO6w_at -0,80 -431 0,78 1,26

HY08H18V_at -1,14 -4,00 1,09 2,00 LOC_Os06904370.1 2,00E-23 protein expressed protein

Contig11129_at 324 -299 210 -1,81 LOC_Os07g42250.1  1,00E-148 protein strictosidine synthase

Contig18901_at -0,85 -3,87 122 0,78 LOC_0s05911990.1 4,00E-28 protein TTL1

rbasd15h01_s_at 0,57 -530 -0,23 0,06 LOC_0Os06g02180.1 0.0 protein CSLD2 - cellulose synthase-like family D
Contig16632_at 0,27 -434 0,74 -0,24

Contig5704_at 333 583 -0,76 0,79 LOC_0s09g28690.1 1,00E-167 protein gibberellin receptor GID1L2

Contig17574_at -0,99 -422 0,84 1,01 LOC_0s05932680.1 1,00E-131 protein PAC

Contig12780_at -0,54 -457 047 229

Contig11181_at -0,56 -4,37 0,67 0,54 LOC_0s01g01040.3 1,00E-178 protein expressed protein

Contig24054_at -1,10 -3,62 1,41 1,13 LOC_0s08g05790.1 2,00E-89 protein caffeoyl-CoA O-methyltransferase

Contig6411_at 1,83 -509 -0,05 0,11 LOC_Os03g14170.1 0.0 protein 3-ketoacyl-CoA synthase

Contig5688_at 0,29 -505 -0,02 0,80 LOC_0s01g09620.2 1,00E-157 protein zinc finger/CCCH transcription factor
Contig19803_at -0,32 -487 0,15 0,56 LOC_0s09939690.1 1,00E-83 protein protein binding protein

Contig13240_s_at -5,62 -2,53 2,49 3,02 LOC_0s01g27210.1 5,00E-81 protein glutathione S-transferase

Contig2080_at 368 -486 0,15 -0,13 LOC_Os07932880.1 1,00E-171 protein ATP synthase gamma chain

Contig25699_at 1,86 -4,58 0,43 -0,43 LOC_0s09g23300.1 4,00E-56 protein integral membrane protein

Contig5087_at -0,82 -4,17 0,84 1,48 LOC_Os05g51180.1  1,00E-116 protein hyaluronan/mRNA binding family domain containing protein
Contig406_at -0,86 -3,85 1,16 1,43 LOC_0Os08g38900.1 1,00E-112 protein caffeoyl-CoA O-methyltransferase
Contig3051_s_at -1,10 -3,75 1,25 1,63 LOC_Os07g47620.1 3,00E-62 protein universal stress protein domain containing protein
HVSMEQ0016M04r2_s_at  -0,24 -4,90 0,08 0,68 LOC_Os12g44150.2 0.0 protein plasma membrane ATPase

Contig14691_at -2,49 -2,64 234 235 LOC_0s09919850.1 3,00E-41 protein chloroplastic group IIA intron splicing facilitator CRS1
Contig26412_at -1,73 -3,15 1,83 1,62 LOC_0s05903120.3 9,00E-16 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig21477_at -3,66 -2,31 2,67 1,99 LOC_0s01g08330.1 3,00E-62 protein aspartic proteinase nepenthesin-1 precursor, putative
Contig18015_at -1,47 -3,14 1,83 1,40 LOC_0Os11934390.1 4,00E-71 protein glycosyltransferase

Contig20695_at -1,88 -2,61 2,35 1,84 LOC_0s01g62070.1 2,00E-80 protein cation efflux family protein

AF109193_at -580 -2,16 2,80 4,32 LOC_0Os03g18530.1 3,00E-40 protein ECAGL1 - ECA1 gametogenesis related family protein precursor
Contig361_s_at -1,80 -3,76 1,20 2,44 LOC_0s069g09450.8 0.0 protein sucrose synthase

Contig11249_at 1,69 -514 -0,18 0,20 LOC_Os05933270.1 0.0 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

HU10109u_at -0,58 -4,32 0,63 0,77 LOC_0Os08g44760.2 9,00E-23 protein domain of unknown function DUF966 domain containing protein
Contig5564_s_at 2,88 220 276 277

Contig3927_s_at 0,01 -496 -0,01 0,07 LOC_0Os01g71300.1 1,00E-153 protein S-formylglutathione hydrolase

Contig8360_at -0,28 -463 0,32 0,64 LOC_0s09939680.1 0.0 protein transporter, major facilitator family
Contig14937_at -1,96 -2,40 255 1,78 LOC_Os10g06710.1 1,00E-157 protein amidase

Contig16821_at 0,78 -424 071 1,16 LOC_0s01g22640.1  4,00E-24 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase
Contig10686_s_at 3,04 -429 0,65 -0,67 LOC_Os06g47600.1 1,00E-120 protein thaumatin family domain containing protein
Contig16971_at 0,10 -4,88 0,06 -0,05 LOC_Os08g34370.1 2,00E-15 protein SET domain containing protein

Contig11685_at 1,49 -4,63 0,31 -0,32 LOC_0Os01g08320.1 3,00E-81 protein OslAAL - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig13755_at -2,27 292 201 2,73 LOC_Os04g44910.1 0.0 protein receptor like protein kinase

HV04H12r_at -0,84 -4,29 0,65 0,87 LOC_0Os01g71770.1 2,00E-12 protein RNA recognition motif containing protein
Contig15271_at -1,81 -2,83 2,10 1,81 LOC_0s02g50280.1 5,00E-99 protein pentatricopeptide

Contig6920_at 1,27 -409 0,83 -0,76 LOC_0s04g32920.5 0.0 protein potassium transporter

Contig13784_at 0,12 -507 -0,14 0,16 LOC_0s11g29700.2 1,00E-73 protein expressed protein

Contigd124_s_at 0,61 -6,07 -1,15 3,82 LOC_Os04g34170.3 1,00E-106 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig7327_at 397 -645 -153 1,17 LOC_0Os03g60380.1 1,00E-159 protein cinnamoyl CoA reductase

Contig6938_at -2,94 -2,34 258 2,75 LOC_Os07g41340.1 3,00E-36 protein B12D protein

Contig10724_at 1,02 -508 -0,16 0,08 LOC_0Os10g35850.1 2,00E-82 protein cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain containing protein
rbaall8pl4_at -2,99 -2,33 259 2,40 LOC_Os10g36848.1 2,00E-38 protein cytochrome P450
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Contigl7794_at -0,41 -449 042 0,58 LOC_Os10g38980.1 0.0 protein expressed protein

Contig14587_s_at -2,04 -3,17 1,73 1,71 LOC_Os03g11310.1 1,00E-92 protein PPR repeat domain containing protein

Contig19088_at -2,09 -3,08 1,82 1,37 LOC_Os04g52370.2 3,00E-08 protein UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
Contig17769_at -1,06 -3,45 1,45 1,14 LOC_0s01g49770.2 9,00E-49 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig10274_at -3,80 -2,44 246 3,02 LOC_0s09g39410.1 2,00E-89 protein male sterility protein

Contig24418_at -2,90 -230 2,60 2,52 LOC_0s03g39650.1 9,00E-60 protein cytochrome P450

Contig16789_at -1,88 -3,23 1,66 2,60 LOC_Os08g38330.1 5,00E-16 protein OsFBX297 - F-box domain containing protein
Contig14132_at -2,08 -2,87 2,03 2,06 LOC_0s03g12140.3 1,00E-145 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig11913_at -0,95 -333 1,56 0,63 LOC_0s03g27590.1 0.0 protein OsSCP18 - Putative Serine Carboxypeptidase homologue
EBpi03_SQ003_J22_at 0,30 -551 -0,62 1,27 LOC_Os12g05420.1 0.0 protein calmodulin-binding protein

Contig8341_at 0,31 -488 0,00 0,82 LOC_0s03g50810.1 0.0 protein receptor protein kinase TMK1 precursor

Contig24571_at -0,54 -4,09 0,79 0,44 LOC_Os04g13170.1 4,00E-45 protein OsFBD10 - F-box and FBD domain containing protein
Contig8282_at -1,66 -3,51 1,37 1,46 LOC_0Os05g35460.1 0.0 protein patellin protein

Contig22530_at -2,50 -2,70 2,17 2,83 LOC_Os01g11460.1 6,00E-58 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig5580_s_at 1,01 -476 0,11 -0,13 LOC_0s01g60230.4 0.0 protein auxin efflux carrier component

Contig6348_at -0,10 -4,75 0,12 1,08 LOC_Os06g01500.3 6,00E-42 protein IQ calmodulin-binding motif family protein

Contig7055_at 1,30 -492 -0,06 0,13 LOC_0s02g51040.1 1,00E-135 protein expansin precursor

Contig16340_at 254 -476 0,10 -0,17 LOC_0s04g42340.1 7,00E-53 protein expressed protein

Contig8877_s_at -0,57 -450 0,35 0,46 LOC_Os03g63110.1 1,00E-100 protein prefoldin

Contig10342_at 450 -6,10 -1,25 0,95 LOC_0s03g52300.1 5,00E-38 protein SCP-like extracellular protein

Contig12824_at 1,28 -552 -0,68 0,70 LOC_0s02g50860.1 1,00E-115 protein ras-related protein

HX01F12w_at 2,33 -242 242 213 LOC_Os06g51110.2  2,00E-38 protein cyclin

Contig20673_at 1,05 -4,17 0,67 -0,62 LOC_0s10g33920.3 1,00E-163 protein transporter-related

HUO9HO7u_at -2,31 -2,80 203 235

Contig18520_at -0,39 -4,47 0,37 0,98 LOC_0s02g49332.4 1,00E-91 protein CSLE2 - cellulose synthase-like family E

Contig391_at -0,92 -3,65 1,18 0,81 LOC_0s05g49880.1 1,00E-167 protein lactate/malate dehydrogenase

HV12A17u_s_at 0,15 -483 -001 0,07 LOC_Os01g71300.1 1,00E-153 protein S-formylglutathione hydrolase

Contig9074_at -0,62 -3,93 0,89 0,63 LOC_0s02g13100.1 1,00E-155 protein protein phosphatase 2C

Contig10306_at -0,61 -4,10 0,72 0,49 LOC_0Os05g27100.1 6,00E-48 protein expressed protein

Contig18590_at -0,34 -455 0,26 0,63 LOC_Os06g08110.1  1,00E-134 protein nodulin

Contig11761_at 1,12 -366 1,15 1,17 LOC_0s09g22450.1 0.0 protein lipase

HV_CEa0005A05r2_s_at 043 -485 -0,05 1,45 LOC_0s05937520.1 1,00E-107 protein expressed protein

Contig24099_at 0,15 -484 -0,03 0,23 LOC_0Os03g43670.1 2,00E-41 protein TKL_IRAK_CR4L.1 - The CR4L subfamily has homology with Crinkly4
HVSMEmMO0001J08r2_s_at -1,35 -3,69 1,11 1,05 LOC_0Os03g40670.1 1,00E-180 protein glycerophosphoryl diester phosphodiesterase family protein
Contig20916_at -2,86 -2,35 245 3,56

Contig21333_at -2,13 -1,94 286 191 LOC_Os05941390.1 6,00E-11 protein cyclin

Contig4335_at 2,22 -473 0,07 0,00 LOC_Osl11g07670.1 5,00E-68 protein dirigent

Contig11023_at 2,01 -429 0,50 -0,57 LOC_0s03g48040.2 2,00E-15 protein 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain containing protein
Contig6346_at -1,76 -3,26 1,54 0,87 LOC_Os01g55220.1 1,00E-12 protein hypothetical protein

Contig7047_at 0,10 -3,70 1,09 -0,09 LOC_Os07g18750.1 8,00E-33 protein LTPL42 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig15532_at 1,99 -6,46 -1,67 1,27 LOC_0Os05g49900.1 9,00E-80 protein 3-ketoacyl-CoA synthase

Contig16868_at -2,29 -1,90 2,89 2,08 LOC_0s06g45920.1 3,00E-64 protein ZMEBE-1 protein, putative

Contig9216_at 0,31 -481 -0,03 0,08 LOC_0Os03g41460.1 0.0 protein CAMK_CAMK__like.20 - CAMK includes calcium/calmodulin depedent
Contig16930_at -0,74 -395 0,82 0,92 LOC_Os02g35560.1 7,00E-09 protein OsFBX53 - F-box domain containing protein
Contig12607_at 0,87 -512 -0,34 0,32 LOC_Os04g40930.1 6,00E-97 protein MYB family transcription factor

HVSMEQ0015115r2_at 0,83 -488 -0,11 0,16 LOC_0Os10g35870.1 4,00E-12 protein cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain containing protein
HS06A14u_s_at -1,92 -229 2,49 4,82 LOC_0s06g04950.1 7,00E-43 protein early nodulin 93 ENOD93 protein

Contig16954_at -0,83 -350 1,28 0,83 LOC_Os01g20110.1 8,00E-61 protein expressed protein

Contig9589_at -2,60 -2,67 210 2,05 LOC_Os03g36080.1 4,00E-86 protein expressed protein

Contig18426_at 0,87 -457 0,20 -0,16 LOC_Os07g46300.1 0.0 protein expressed protein

HWO06H20u_at -1,74 -1,97 2,79 1,36 LOC_0s02g06340.1 1,00E-91 protein EH domain-containing protein 1

HB32E08r_at -1,25 -3,57 1,19 1,34 LOC_0s11g40610.5 1,00E-06 protein EARLY flowering protein

Contig8533_at -1,12 -3,14 162 1,01 LOC_Os03g07880.1 4,00E-95 protein nuclear transcription factor Y subunit

Contig10067_s_at -1,98 -299 1,75 3,93 LOC_0s02g32860.1 9,00E-84 protein poly synthetase 3

HVSMEQ0007124r2_at -1,55 -2,85 1,89 1,50 LOC_Os01g70220.1 7,00E-94 protein histone-lysine N-methyltransferase

Contig19139_at 0,24 -506 -0,33 0,47 LOC_Os04g49610.1 4,00E-88 protein expressed protein

Contig14656_at -1,64 -2,57 216 1,49 LOC_Os04g50960.1 2,00E-07 protein expressed protein

HVSMEN0017F07r2_at -0,15 -4,29 0,44 0,14 LOC_Os04g31210.1 1,00E-63 protein bile acid sodium symporter family protein

Contig14510_at -7,41 -285 1,88 2,76 LOC_0s08g02230.1 0.0 protein FAD-binding and arabino-lactone oxidase domains containing protein
Contig22128_at -0,66 -4,06 0,67 0,66 LOC_0s10g38900.1 1,00E-67 protein erythronate-4-phosphate dehydrogenase

HA11J15u_s_at -0,26 -441 031 1,08 LOC_Os06g07030.1 1,00E-60 protein AP2 domain containing protein

Contig15047_at -1,54 -335 1,37 1,41 LOC_0s02g04810.1 1,00E-151 protein auxin response factor 5

Contig20267_at 1,49 -548 -0,76 0,46 LOC_0s12g04480.1 2,00E-43 protein cytochrome P450

HVSMECc0007N02r2_at -0,69 -4,19 0,52 1,42 LOC_Os10g41030.3 3,00E-07 protein agenet domain containing protein

Contig6936_at 0,30 -463 0,08 -0,13 LOC_Os01g54540.1 1,00E-116 protein ribosomal protein L13

HVSMECc0011A03f_at 3,00 -563 -092 0,78

Contig6063_s_at -0,20 -4,33 0,35 0,05 LOC_Os05g49060.1 1,00E-132 protein uncharacterized protein ycf23

Contig18499_at 1,37 -457 0,11 -0,20 LOC_0Os03g43430.1 7,00E-22 protein mttA/Hcf106 family protein

Contig12302_at 0,11 -481 -0,13 0,48 LOC_0s03g58790.1 1,00E-149 protein ATPase

Contig15142_at -091 -366 1,02 209 LOC_Os01g42030.1 1,00E-165 protein mitochondrial chaperone BCS1
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Contig12252_at -0,80 -2,96 1,71 0,82 LOC_0Os06g09420.1 1,00E-66 protein B3 DNA binding domain containing protein
Contig13808_at -1,17 -3,69 0,98 1,36 LOC_0s089g23430.1 0.0 protein starch binding domain containing protein
HVSMECc0001C18f2_s_at 0,75 -526 -0,59 0,54 LOC_0s03g49990.1 0.0 protein GRAS family transcription factor domain containing protein
baak46pl4_s_at 498 -489 -0,23 0,24 LOC_0Os01g17170.1 0.0 protein magnesium-protoporphyrin IX monomethy! ester cyclase
Contig14323_at -2,21 -1,77 2,89 1,63 LOC_0Os01g72460.1 5,00E-91 protein NADPH quinone oxidoreductase

Contig4676_at 2,12 500 -0,34 0,21 LOC_0Os02g08100.1 0.0 protein AMP-binding domain containing protein
Contigd579_s_at -1,91 -2,43 2,22 1,91 LOC_0s04g06770.2 0.0 protein argonaute

Contig10778_s_at 0,06 -493 -0,27 0,83 LOC_0s08g29200.1 8,00E-44 protein BURP domain containing protein
HVSMEgQ0007G16r2_s_at -0,82 -337 1,28 0,82 LOC_0Os05g49880.1 1,00E-167 protein lactate/malate dehydrogenase

HA24G18r_at -2,08 -1,80 285 195

Contig4250_s_at 0,02 -465 0,00 1,06 LOC_0s04g50120.1 1,00E-121 protein zinc-binding protein

Contig9342_at 0,49 -502 -0,38 0,24 LOC_Os05948590.1  1,00E-102 protein OsIAA19 - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig12946_at -0,37 -435 0,29 0,32 LOC_0Os11g11960.1 0.0 protein disease resistance protein RPM1

Contig12362_s_at -1,88 -2,17 2,47 1,70 LOC_Os04g52504.1 6,00E-24 protein adhesive/proline-rich protein

Contig10093_s_at 0,82 -443 020 -0,18 LOC_Os03g55930.1 4,00E-91 protein ribosomal protein

Contig8876_at -0,31 -4,47 0,16 0,11 LOC_0Os03g63110.1 1,00E-100 protein prefoldin

Contig15036_at -0,45 -387 0,75 0,48 LOC_0Os03g59080.1 1,00E-156 protein AMP-binding enzyme

Contig12665_at -1,52 -2,97 164 154

Contig3853_s_at 0,00 -413 0,48 0,00 LOC_0Os01g44210.1 2,00E-63 protein 50S ribosomal protein L31

Contig5673_at -2,42 2,17 2,44 3,89 LOC_Os05g48650.1 3,00E-96 protein transcription factor HBP-1b

Contig17813_at -2,09 -2,11 250 2,01 LOC_Os09g37700.1 2,00E-69 protein proteophosphoglycan ppg4

Contig14875_at -0,82 -3,76 0,84 1,51 LOC_0s12g36910.1 1,00E-26 protein calmodulin binding protein

Contig9277_s_at 0,13 -460 000 0,95 LOC_Os05902130.1 0.0 protein ankyrin repeat domain-containing protein 28
Contig8371_at 1,84 -4,22 0,37 -0,68 LOC_Os01g54860.1 0.0 protein enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
Contig15509_at -0,99 -3,76 0,83 0,87 LOC_0s09921460.1 4,00E-73 protein expressed protein

Contig23856_at -1,02 -358 1,01 1,26 LOC_0Os07926610.1 0.0 protein phosphoglucomutase

Contig9093_at 1,37 -598 -1,39 1,47 LOC_Os08g41290.1 3,00E-98 protein AIR12

Contig13794_at -0,87 -355 1,04 0,80 LOC_0Os07906440.1 1,00E-171 protein deoxyribonuclease tatD

Contig24888_at -0,74 -3,17 1,41 0,64 LOC_Os03g46920.1 4,00E-24 protein expressed protein

Contig4859_at 1,60 -4,82 -0,24 0,22 LOC_0s02g21280.1 1,00E-66 protein POEI30 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein precursor
HV03G03u_at -2,56 -2,29 2,29 2,47 LOC_0s03g62790.2 5,00E-50 protein pirin

Contig19862_at -1,98 -2,53 2,04 2,48 LOC_0Os01g70110.1 5,00E-06 protein No apical meristem protein

Contig12096_at -0,16 -390 0,66 0,19 LOC_0s02g15970.3 6,00E-52 protein alpha-hemolysin

Contig20669_at -1,55 -3,20 1,36 1,52 LOC_0s12g34880.1 1,00E-58 protein expressed protein

Contig7114_at -0,57 -4,02 0,554 0,78 LOC_0s02g04050.1 0.0 protein chromosome segregation protein

rbaallk1l_s_at -0,92 -360 0,95 1,61 LOC_0Os10g30450.1 1,00E-123 protein heaw-metal-associated domain-containing protein
Contig14789_at -1,18 -3,30 1,24 234

HVSMEa0011N23r2_at -1,62 -3,19 1,35 2,35 LOC_0Os08g39590.1 8,00E-56 protein inactive receptor kinase At2g26730 precursor
Contig21339_at -1,86 -3,09 1,45 1,83 LOC_0s09g08620.1 1,00E-45 protein OsFBX309 - F-box domain containing protein
HV_CEb0020D05r2_s_at 2,46 -507 -0,53 0,55 LOC_Os03g32314.1 1,00E-105 protein allene oxide cyclase 4, chloroplast precursor
Contig15877_at -2,20 -2,28 2,25 2,47 LOC_0Os03g53970.1 1,00E-58 protein expressed protein

Contig2262_at 500 -462 -0,09 0,10 LOC_Os01g17170.1 0.0 protein magnesium-protoporphyrin IX monomethy!| ester cyclase
Contig13874_at 6,46 -540 -0,87 1,72 LOC_Os08g38810.2 4,00E-39 protein BURP domain containing protein

Contig6640_at -0,49 -389 0,64 059 LOC 0s11g37990.1 1,00E-156 protein chloroplastic group IIA intron splicing facilitator CRS1
Contig18514_at -0,09 -452 0,00 0,60 LOC_0Os02g57080.2 4,00E-71 protein serine/threonine-protein kinase

Contig12085_at -0,01 -452 0,00 0,24 LOC_0s12g18120.1 0.0 protein zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
Contig23070_at -0,60 -390 0,61 0,56 LOC_0s07g09670.1 2,00E-71 protein galactosyltransferase family protein

Contig4192_at -0,23 -4,08 0,42 1,91 LOC_Os08g43190.2 0.0 protein dehydrogenase

Contigd476_at -0,25 -421 0,30 0,49 LOC_0s08g01760.1 0.0 protein dehydrogenase

Contig20433_at -1,85 -3,03 1,46 1,69 LOC_0s12g18630.1 2,00E-36 protein expressed protein

Contig20647_at -0,20 -4,32 0,17 0,37 LOC_0Os03g05710.1 6,00E-54 protein acetyltransferase, GNAT family
HVSMEQ0007G16r2_at -1,20 -2,80 1,69 1,21

Contig19372_at -0,11 -4,39 0,10 0,23 LOC_0Os01g08950.1 2,00E-55 protein expressed protein

Contig24266_at -0,92 -365 0,84 0,93 LOC_0Os04g44110.1 1,00E-74 protein hydrolase

Contig18928_at -2,70 -2,18 2,31 3,50 LOC_Os07g15540.1 7,00E-23 protein ethylene receptor

Contig5776_s_at 0,01 -409 0,40 0,00 LOC_Os03g03360.1 1,00E-129 protein ribosomal protein L5

Contig5581_at 1,20 -436 0,12 -0,02 LOC_0s01g60230.4 3,00E-62 protein auxin efflux carrier component

Contig1899_at 360 -497 -050 0,39 LOC_Os07g44070.1 0.0 protein pectinacetylesterase domain containing protein
rbaalll19_s_at -0,05 -4,43 0,05 0,04 LOC_0s02921630.1 6,00E-18 protein SEC14 cytosolic factor family protein

Contig6675_at 0,19 -405 041 -0,22 LOC_0s04g38750.1 8,00E-73 protein plastid-specific 30S ribosomal protein 3, chloroplast precursor
EBro08_SQ006_D12 s_at 2,30 -4,76 -0,30 0,31 LOC_0s09929460.1 1,00E-111 protein homeobox associated leucine zipper
EBes01_SQ004_M24_at -1,36 -2,87 159 1,27 LOC_0s05g50750.3 2,00E-18 protein AAA family ATPase

Contig8084_at -0,17 -3,87 0,58 0,15 LOC_0s03g03020.1 1,00E-100 protein L11 domain containing ribosomal protein
Contig10356_at 1,10 -3,95 0,51 -0,38 LOC_0Os03g60100.1 2,00E-75 protein 50S ribosomal protein L17

Contig19745_s_at -1,40 -2,46 200 1,29

HV14K04u_s_at -1,79 -2,10 2,35 1,45 LOC_Os03g11540.1 0.0 protein RPA1B - Putative single-stranded DNA binding complex subunit 1
Contig5544_at 2,20 -455 -0,11 0,11 LOC_Os01g07310.1 0.0 protein transporter-related

Contig2747_at 1,03 -4,86 -0,42 0,44 LOC_Os01g67054.1 0.0 protein calreticulin precursor protein

Contig19387_at -3,74 -2,25 2,17 2,69

Contig22279_at -0,71 -3,60 0,83 0,97 LOC_0s09g29370.1 5,00E-31 protein RING-H2 finger protein ATL5F
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Contig16570_at -1,61 -1,46 2,97 1,73 LOC_0s02g35230.1 5,00E-50 protein expressed protein

Contig12417_at 2,41 -497 -055 0,60 LOC_0Os03g02750.1  1,00E-146 protein OsSub25 - Putative Subtilisin homologue
Contig11031_at 0,79 -465 -0,23 0,22 LOC_0Os07g39920.1  1,00E-147 protein formin

Contig14176_at 0,02 -457 -0,15 0,41 LOC_Os02g48590.1  1,00E-109 protein expressed protein

Contig6339_s_at 0,70 -414 027 -0,31 LOC_Os01g08660.1  1,00E-118 protein aquaporin protein

Contig15972_at -2,28 -2,12 2,29 3,13 LOC_0s01g63310.1 4,00E-34 protein DUF740 domain containing protein

Contig10514_at 242 525 -0,84 0,63 LOC_0s03g55350.1 0.0 protein OsSub31 - Putative Subtilisin homologue
rbah25c12_s_at -1,19 -2,98 1,43 1,61 LOC_Os03g52640.2  1,00E-128 protein expressed protein

Contig10606_at -1,03 -341 099 1,20 LOC_0Os03955620.3  1,00E-145 protein CAMK_CAMK_like_Aur_like.2

Contig10078_at -1,03 -3,42 098 1,49 LOC_Os10g25770.2  1,00E-138 protein transcription initiation factor IIE subunit beta
Contig12515_at 0,92 -441 -0,02 0,04 LOC_Os08g43130.1  1,00E-155 protein NAP1

Contig17340_at -0,88 -3,55 0,85 1,09 LOC_0s12g37570.1 0.0 protein protein kinase family protein

Contig8478_at -0,09 -4,34 0,06 0,49 LOC_Os06g02370.1 0.0 protein expressed protein

Contig13100_at -0,78 -3,58 0,81 1,25 LOC_Os05g30750.7 0.0 protein anthranilate phosphoribosyltransferase

Contig7018_at 0,21 -414 025 0,00 LOC_Os09g31000.1 2,00E-61 protein EF hand family protein

Contig12022_at -0,20 -4,00 0,39 0,50 LOC_Os11g05556.2 1,00E-99 protein signal recognition particle 54 kDa protein
HVSMEQO009NO5r2_s_at  -1,56 -2,78 1,60 1,86 LOC_Os06g45440.2  1,00E-132 protein haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 3
Contig7481_at 1,98 -539 -1,01 0,89 LOC_0s01g49830.1 1,00E-30 protein B3 DNA binding domain containing protein
Contig3699_s_at -1,53 -2,41 1,97 1,40 LOC_Os06g47200.1 4,00E-51 protein LTPLS85 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig15197_at -0,29 -3,83 0,54 2,14 LOC_0s12g05420.1 3,00E-91 protein calmodulin-binding protein

Contig7404_at -1,39 -2,84 152 2,08 LOC_Os01g47430.2  1,00E-124 protein protein of unknown function DUF1296 domain containing protein
Contig6154_s_at -3,20 -2,36 2,01 1,76 LOC_Os06g06440.1 0.0 protein ABC transporter, ATP-binding protein

Contig8301_at 1,23 -502 -0,66 0,64 LOC_0Os01g25820.1 1,00E-110 protein respiratory burst oxidase

HVSMEK0023G08r2_at -0,57 -3,41 094 0,58

HY10C23u_at 2,69 -3,43 0,93 -0,99 LOC_Os06g51370.1 2,00E-36 protein OsSCP38 - Putative Serine Carboxypeptidase homologue
Contig14969_at 0,60 -435 0,00 0,03 LOC_Os01g70320.1  1,00E-132 protein expressed protein

HVSMEf0007E14r2_s_at 363 -556 -1,21 0,91 LOC_0s03g06940.1 0.0 protein beta-galactosidase

Contig14892_at -0,34 -394 040 0,99 LOC_Os07g37700.1 3,00E-38 protein expressed protein

HVSMEN0019B10f2_s_at -1,08 -350 0,85 1,41 LOC_Os01g65380.1 2,00E-77 protein patellin protein

Contig24680_at 2,38 -542 -1,07 1,12 LOC_0s02g56860.1 1,00E-98 protein 3-ketoacyl-CoA synthase

Contig2748_at -0,87 -3,39 0,95 0,70 LOC_0s05g50980.1 1,00E-155 protein SET domain containing protein

Contig8374_at -0,75 -351 0,83 1,36 LOC_Os05g33300.1 1,00E-94 protein tat pathway signal sequence family protein
Contig9357_at 1,33 -455 -0,22 0,20 LOC_0s12g39660.1 0.0 protein calcium-transporting ATPase, plasma membrane-type
Contig6347_s_at -0,18 -419 0,12 0,96 LOC_0s06g01500.1  1,00E-156 protein IQ calmodulin-binding motif family protein
Contig5274_s_at -0,32 -4,00 0,32 0,41 LOC_0Os03g59240.1 0.0 protein carboxyl-terminal peptidase

Contig9380_at -1,08 -3,13 1,18 1,54 LOC_0s08g40150.2 6,00E-98 protein AT hook motif domain containing protein
Contig23613_at 0,09 -3,79 052 0,00 LOC_Os04g58750.4 1,00E-93 protein protein kinase family protein

HA15K23r_s_at 1,31 -407 024 -0,26 LOC_0s01g08320.1 3,00E-81 protein OsIAA1 - Auxin-responsive Aux/IAA gene family member
Contig13417_at -0,40 -3,43 0,87 0,45 LOC_0s08g37700.3 6,00E-99 protein RNA recognition motif containing protein
rbags18k24_s_at 1,01 -380 049 -0,45 LOC_0s03g60100.1 2,00E-75 protein 50S ribosomal protein L17

HV_CEa0014H05r2_at -1,35 -2,48 1,81 1,30 LOC_0s10g40130.1 1,00E-32 protein Mur ligase family protein

HUO5K13u_at 035 -405 024 -0,03 LOC_Os01g48270.1  6,00E-88 protein AAA-type ATPase family protein

Contig6325_at 0,72 -432 -0,03 0,00 LOC_Os06g25294.1 9,00E-63 protein 60S ribosomal protein L18a-1

Contig8774_at -0,06 -411 0,16 1,08 LOC_0s04g32650.1 0.0 protein tRNA synthetase class Il core domain containing protein
Contig1124_x_at -1,21 -3,06 1,21 1,14 LOC_0s01g05630.1 2,00E-63 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig3935_s_at -0,24 -392 0,34 0,27 LOC_0s06g30750.1 1,00E-121 protein reticulon domain containing protein

Contig9574_at -0,15 -394 0,32 0,30 LOC_0s10g34470.1 1,00E-107 protein HD domain containing protein 2
EBem10_SQO001_I05_at 0,79 -533 -1,07 1,89 LOC_Os08g41290.1 3,00E-98 protein AIR12

Contig7479_at 1,28 -362 0,64 -0,62 LOC_0Os049g39980.1 1,00E-141 protein gibberellin 20 oxidase 2

Contig9029_at 095 -486 -0,61 0,52 LOC_0Os05g41440.2 1,00E-168 protein cytochrome P450

Contig2169_at 2,22 -444 -0,18 0,29 LOC_0s03g02514.1 0.0 protein hydrolase, alpha/beta fold family protein
HS06C20u_s_at -0,14 -401 0,24 0,15 LOC_0s06g30750.1 1,00E-121 protein reticulon domain containing protein
HVSMEmO0003G18r2_s_at 0,11 -4,23 0,02 0,12 LOC_0s05g41810.1 0.0 protein OsDegp8 - Putative Deg protease homologue
HVSMEhO0086A12r2_s_at -1,55 -2,49 1,76 1,43 LOC_0s04g06770.2 0.0 protein argonaute

Contig8863_at -0,34 -391 0,34 0,41 LOC_0s09g10910.3 3,00E-92 protein fiber protein Fb34

Contig21836_at -1,72 -1,33 2,90 1,41 LOC_0Os06g04480.1 2,00E-31 protein expressed protein

Contig14780_at -0,71 -3,33 0,90 0,66 LOC_0s03g53640.1 2,00E-51 protein expressed protein

EBma03_SQ003_L08_s_at 2,07 -491 -0,68 0,53 LOC_0Os08g06100.1 1,00E-128 protein O-methyltransferase

HV11BO08u_at -2,20 -194 2,29 1,77 LOC_0s02g58380.1 1,00E-07 protein conserved hypothetical protein

HV02P01u_at -0,74 -3,44 0,78 0,94 LOC_0s02g45600.1 7,00E-38 protein rhoGAP domain containing protein

Contig6515_at -2,32 -2,07 2,15 3,36 LOC_0s11g02130.1 1,00E-139 protein peroxidase precursor

Contig25737_at -0,66 -2,97 1,25 0,75 LOC_0s05g43920.1 7,00E-14 protein auxin response factor 14

HVSMEa0007F09r2_at -1,44 -160 262 1,45 LOC_0s02g52360.1 8,00E-23 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP40
Contig13600_at -1,42 294 1,27 1,06 LOC_0s09g30466.1 1,00E-137 protein nuclear ribonuclease Z

Contig19158_at -0,36 -3,67 0,54 0,23 LOC_0s02g14790.1 1,00E-127 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig12788_at 1,80 -413 0,08 0,00 LOC_0s02g47010.1 1,00E-138 protein secretory carrier-associated membrane protein
HVSMEgO0016P19f x_at 2,79 -572 -152 1,45 LOC_0Os04g59330.1 1,00E-136 protein expressed protein

Contig10590_at 0,30 -4,34 -0,14 0,06 LOC_Os04g55730.1 1,00E-99 protein alpha-N-acetylglucosaminidase

Contig5030_at 0,00 -4,08 012 0,17 LOC_0s05g29760.3 0.0 protein ferrochelatase-2, chloroplast precursor
Contig14272_at -1,66 -2,64 155 1,18 LOC_0s04g41900.1 1,00E-100 protein expressed protein
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Contig6692_s_at -1,08 -3,038 1,17 1,05 LOC_0Os05g51450.1 0.0 protein OsClp8 - Putative Clp protease homologue
EBro08_SQ007_K24_at 552 -1,93 226 195 LOC_0s01g10320.1 4,00E-17 protein class Ill HD-Zip protein 8

Contig3167_s_at 0,04 -430 -0,11 0,36 LOC_0Os05g01480.1 3,00E-98 protein ras-related protein

Contig12778_at -0,14 -4,09 0,10 0,23 LOC_0s129g07020.1 1,00E-128 protein 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase
Contig20832_at -2,19 -2,72 1,47 1,78

Contig18335_at -0,12 -4,18 0,00 0,86 LOC_Os02g43150.1 6,00E-53 protein GATA zinc finger domain containing protein
rbah59e19_s_at 2,24 -427 -0,09 0,14 LOC_Os04g58910.1 1,00E-136 protein receptor protein kinase TMK1 precursor
Contig23641_at 082 -341 0,76 1,58 LOC_0s05g39090.1  2,00E-94 protein CAMK_CAMK_like.29

rbags18k24_x_at 0,90 -383 0,35 -0,24 LOC_0s03g60100.1 4,00E-15 protein 50S ribosomal protein L17

Contig4432_at 0,23 -391 0,26 -0,05 LOC_0Os07g43810.1  1,00E-112 protein RNA recognition motif containing protein
Contig11163_at 1,51 -490 -0,73 0,76 LOC_Os10g42620.1 7,00E-63 protein dihydroflavonol-4-reductase

Contig10289_at -0,51 -3,69 0,47 1,99 LOC_Os06g05700.1 1,00E-165 protein cysteine synthase

Contig19001_at -0,03 -4,14 0,02 0,82 LOC_0s02g22190.1 4,00E-46 protein glycosyltransferase

HYO07L14u_at -0,50 -391 025 1,86 LOC_Os01g53420.1 5,00E-62 protein anthocyanidin 5,3-O-glucosyltransferase
Contig15472_at 3,17 -527 -1,12 1,12 LOC_Os06g49760.1 1,00E-79 protein invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein
EBro05_SQ003_D01 s_at -052 -3,34 081 0,556 LOC_0s08g37700.3 6,00E-99 protein RNA recognition motif containing protein
Contig8700_s_at 2,31 -484 -0,69 054 LOC_0s05g32230.1 1,00E-137 protein expressed protein

Contig5560_at 0,78 -437 -0,23 0,29 LOC_0s03g21540.1 0.0 protein TKL_IRAK_CrRLK1L-1.8

Contig10235_at -0,38 -3558 056 027

Contig3171_at 2,85 -438 -0,25 0,06 LOC_0s12g08730.1 6,00E-66 protein thioredoxin

Contig9839_at 1,67 -410 0,02 0,00 LOC_0s03g60240.1 3,00E-69 protein SCAR-like protein 1

rbags22e20_at -1,01 -1,95 216 0,70

Contig6603_at 0,43 -434 -0,24 0,20 LOC_0s08g23410.1 1,00E-72 protein rubredoxin family protein

Contig13271_at 1,64 -4,08 0,02 -0,01 LOC_0Os10g42700.1  1,00E-173 protein CS domain containing protein

Contig10816_at 1,26 537 -1,27 1,21 LOC_Os07g01860.1 0.0 protein expressed protein

Contig24198_at 503 -1,57 2,52 -2,99 LOC_0Os03g53790.1 1,00E-84 protein periplasmic beta-glucosidase precursor
Contig18451_at -1,04 2,78 1,30 2,26 LOC_0s06g02410.1 9,00E-07 protein expressed protein

HVSMEgQ0009L10r2_at 3,28 -360 049 -0,27 LOC_0s04g52670.1 7,00E-07 protein OsSAUR21 - Auxin-responsive SAUR gene family member
Contig13776_at -2,37 -1,89 220 1,95 LOC_Os08g36500.1 0.0 protein nitrate reductase

Contig8075_at -1,06 -3,038 1,06 1,06 LOC_0s09g11520.1 3,00E-68 protein DUF565 domain containing protein
HWO01E20u_x_at -1,37 -2,69 1,39 121

Contig5422_at 0,17 -415 -0,08 0,10 LOC_0s04g38480.1 0.0 protein BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1
Contig11261_at -0,72 -3,14 0,93 0,77 LOC_Os04g55860.1 1,00E-110 protein peptidyl-tRNA hydrolase
HVSMEk0006G12r2_s_at 0,26 -424 -0,18 0,39 LOC_0s03g50810.1 0.0 protein receptor protein kinase TMK1 precursor
Contig26584_at -1,92 -1,78 228 1,75 LOC_Os07g31430.1 1,00E-56 protein phosphate-induced protein 1 conserved region domain
Contig481_s_at 2,07 -225 1,81 1,86 LOC_0s03g28330.4 0.0 protein sucrose synthase

Contig5561_at 1,64 -444 -0,38 0,38 LOC_0s01g56330.1 0.0 protein TKL_IRAK_CrRLK1L-1.5

Contig3685_at -2,29 -1,77 2,28 4,14 LOC_0s07g24000.1 3,00E-73 protein AWPM-19-like membrane family protein
HV14K05u_s_at 0,11 -4,05 0,00 -0,01 LOC_0Os01g45274.3 1,00E-112 protein carbonic anhydrase, chloroplast precursor
HS06012u_at 1,79 -422 -0,17 0,29 LOC_0s02g07960.4 7,00E-07 protein STRUBBELIG-RECEPTOR FAMILY 3 precursor
Contigl79_s_at 2,23 -513 -1,08 0,96 LOC_0Os07g40130.1 1,00E-60 protein retrotransposon protein, putative, Ty3-gypsy subclass
HVSMEg0006G02r2_s_at 0,20 -4,03 0,01 -0,03 LOC_Os11g32260.1 0.0 protein lysosomal alpha-mannosidase precursor
Contig8790_at -0,16 -3,75 0,29 0,21 LOC_Os01g71000.1 0.0 protein protein kinase APK1B, chloroplast precursor
Contig7034_at 1,97 520 -1,16 0,78 LOC_Os06g16170.1 1,00E-123 protein expressed protein

Contig2147_at 0,66 -418 -0,14 0,06 LOC_0Os03g40830.1 0.0 protein OsSub30 - Putative Subtilisin homologue
Contig10782_at -0,13 -3,87 0,17 0,62 LOC_Os07g30774.1 0.0 protein calmodulin-binding transcription activator 5
Contig24714_at -2,15 -2,07 1,97 2,03 LOC_0Os01g74330.1 3,00E-12 protein pectinacetylesterase domain containing protein
Contig689_s_at -1,19 -3,24 0,80 1,83 LOC_0Os06g09450.8 0.0 protein sucrose synthase

Contig15447_at 0,00 -300 1,04 0,07 LOC_0Os03g38740.1 0.0 protein Dicer

Contig8658_at 0,36 -443 -0,39 0,90 LOC_0s03g55670.1 1,00E-90 protein expressed protein

HVSMEIO002L04r2_s_at -1,61 -2,22 1,81 2,03 LOC_0s09g30300.1 3,00E-28 protein expressed protein

Contig717_x_at 435 -469 -0,66 0,93 LOC_0s04g49980.1 2,00E-17 protein late embryogenesis abundant group 1
Contig9846_at -1,04 -3,14 088 1,25 LOC_Os10g04700.2 1,00E-63 protein OsFBX361 - F-box domain containing protein
Contig9773_at -0,43 -3,85 0,17 0,93 LOC_0Os04g33500.3 0.0 protein protein kinase

EBpi01_SQ005_J19_at 052 -358 043 075

Contig3042_at 0,24 -422 -0,20 0,02 LOC_0Os06g40190.1 6,00E-94 protein phospholipase D

Contig807_s_at -0,27 -3,66 0,35 0,28 LOC_Os06g02380.2 0.0 protein T-complex protein

Contig4215_at 0,54 -384 0,16 -0,09 LOC_Os01g48690.1 2,00E-79 protein ribosomal protein rpS20

Contig12372_at -0,14 -352 0,49 0,27 LOC_0s01g42770.1 2,00E-63 protein expressed protein

Contig19722_at 0,05 -375 0,25 0,16 LOC_0Os01g40630.1 1,00E-112 protein uncharacterized protein PA4923

Contig9294_at 0,50 -455 -0,54 0,45 LOC_0s02922130.1 4,00E-73  protein expressed protein

Contig9878_at 2,97 -3,77 0,23 -0,13 LOC_0Os09g10750.1 1,00E-100 protein rhodanese-like

Contig6889_at 2,14 -427 -0,27 0,03 LOC_0s03g57420.1 7,00E-55 protein ML domain protein

Contig5885_at 2,34 -482 -0,83 0,69 LOC_0s01g09010.1 0.0 protein transferase family protein

Contig8145_at 0,00 -4,03 -0,05 0,42 LOC_0s02g13270.1 1,00E-101 protein Mpvl17 / PMP22 family domain containing protein
Contig11524_s_at 0,07 -430 -0,31 0,52 LOC_0s07g37290.1 3,00E-24 protein hypothetical protein

HBO8AO4r_at -0,15 -3,82 0,17 286

HVSMEa0004F18f2_s_at 450 -336 0,62 -0,45 LOC_Os04g56400.1 0.0 protein glutamine synthetase, catalytic domain containing protein
Contig2528_x_at 2,49 -475 -0,77 0,55 LOC_0Os08g06100.1 1,00E-128 protein O-methyltransferase

Contig9749_at -0,60 -3,37 060 1,54 LOC_0Os01g01410.1 0.0 protein TKL_IRAK_C-LEC.1 - TKL_IRAK_C-LEC has homology to C-type lectin
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rbasd16al3_s_at 0,81 -465 -0,67 2,79 LOC_0s11g24070.1 1,00E-35 protein LTPL10 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig16154_at -1,08 -283 1,15 1,26 LOC_0s03g52640.2 1,00E-128 protein expressed protein

Contig16012_at -0,92 -2,16 1,81 0,80 LOC_0s07g44400.1 1,00E-137 protein POK1

HU03G20u_at -4,21 -2,03 1,94 1,84 LOC_0s06g12030.2 1,00E-53 protein glutaredoxin domain containing protein
Contig21713_at -0,39 -362 0,35 0,99

Contig12420_at 0,77 -4,40 -0,43 0,32 LOC_0s05g45210.3 2,00E-84 protein respiratory burst oxidase

Contig15416_at -0,09 -365 0,32 226

Contig9809_at 2,97 -420 -0,24 0,21 LOC_0s06g22690.1 2,00E-46 protein bundle sheath defective protein 2

Contig11702_at -2,00 -2,07 1,89 2,04 LOC_0s12g06335.1 1,00E-142 protein expressed protein

Contig19361_at -0,36 -3,43 0,53 0,32 LOC_0s03g20640.1 5,00E-31 protein expressed protein

Contig7851_s_at -0,28 -3,78 0,18 0,23 LOC_0s03g38010.1 1,00E-139 protein nuf2 family protein

Contig23926_at -3,03 -1,87 2,08 1,90 LOC_0s08g03560.2 5,00E-65 protein chloroplast unusual positioning protein

Contig619_at 1,35 -4,16 -0,22 0,16 LOC_0Os06g06980.1 1,00E-132 protein caffeoyl-CoA O-methyltransferase

HYO04H14u_at -2,60 -1,80 2,15 1,44 LOC_0s12g42860.1 2,00E-06 protein 2-aminoethanethiol dioxygenase

rbags12I21_at -1,31 -2,65 1,29 1,47 LOC_0s05g04330.2 1,00E-72 protein DNA methyltransferase protein

Contig7556_s_at -0,68 -3,23 0,71 1,07 LOC_0s05950220.1 1,00E-68 protein pex14

Contig5737_s_at 2,64 -540 -1,46 1,14 LOC_0Os04g59330.1 1,00E-136 protein expressed protein

Contig12502_at -0,15 -3,74 0,20 1,04 LOC_0s08g34050.1 0.0 protein phosphofructokinase, putative

Contigd14_at -1,70 -1,93 2,01 1,68 LOC_0s03g17100.1 4,00E-68 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig16196_at -1,61 -1,94 1,99 1,22 LOC_0Os04g15800.1 2,00E-55 protein expressed protein

HX02B17u_at 0,69 -544 -151 0,81 LOC_0s12938400.2 7,00E-55 protein MYB family transcription factor

Contig6672_s_at 429 -423 -0,30 0,06 LOC_Os04g41970.1 0.0 protein endoglucanase

EBro08_SQO003_I19_s_at 1,18 -4,92 -0,98 1,60 LOC_0Os04g55850.1 1,00E-117 protein nuclease PA3

Contig23281_at -1,08 2,73 1,20 1,08 LOC_0Os01g51640.1 9,00E-46 protein expressed protein

Contig12360_at -0,79 -322 0,71 0,95 LOC_0s02g46962.3 2,00E-94 protein VHS and GAT domain containing protein
Contig1641_at -342 -216 1,76 1,82 LOC_0Os01g71380.1  1,00E-121 protein glycosyl hydrolases family 17

rbaallm15_s_at 0,30 -351 042 -0,30 LOC_0s01g51410.1 0.0 protein glycine dehydrogenase

Contig11649_at -0,44 -345 0,46 1,76 LOC_Os04g43670.1 1,00E-48 protein expressed protein

Contig9437_at 0,16 -3,58 0,33 -0,09 LOC_0s02g51790.1 2,00E-63 protein ribosomal protein L29

Contig14695_at -1,20 -2,61 1,30 1,04 LOC_0Os01g55280.1 6,00E-42 protein expressed protein

Contig1483_at 051 -356 0,35 -0,28 LOC_0s01g51410.1 0.0 protein glycine dehydrogenase

rbaal11f18_at -1,74 238 1,53 2,29 LOC_0s07g35260.1 2,00E-77 protein DUF26 kinases have homology to DUF26 containing loci
Contig2056_at -1,47 231 1,60 4,02 LOC_Os06g04950.1 7,00E-43 protein early nodulin 93 ENOD93 protein

Contig17921_at 2,15 -411 -0,21 0,23 LOC_Os08g44400.1 2,00E-85 protein glutathione S-transferase, N-terminal domain containing protein
Contig9948_at -0,73 -334 056 1,20 LOC_0s02g58790.1 1,00E-143 protein cell division inhibitor

Contig19231_at -1,32 2,73 1,17 1,47 LOC_0s03g42280.2 5,00E-17 protein B3 DNA binding domain containing protein
Contigd14_x_at -2,07 -1,93 1,96 1,73 LOC_0s03g17100.1 4,00E-68 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig602_at -1,65 -2,34 155 1,55 LOC_0s03g28330.4 0.0 protein sucrose synthase

Contig21345_at 0,78 -478 -090 1,19

Contig9847_s_at -1,11 2,82 1,06 1,36 LOC_0Os10g04700.2 1,00E-63 protein OsFBX361 - F-box domain containing protein
Contig9026_at -1,23 262 1,25 1,22 LOC_0Os01g16110.1 0.0 protein la domain containing protein

HWO06HO04u_at -1,72 -1,23 2,65 1,19 LOC_0s01g42070.1 5,00E-45 protein kinesin motor domain containing protein
Contig21909_at -2,73 -164 224 1,30 LOC_0s07g32390.1 3,00E-80 protein targeting protein-related

Contig21011_at 0,30 -430 -043 0,53 LOC_0s01g14890.1 5,00E-73 protein expressed protein

Contig5710_at 0,20 -404 -0,17 0,34 LOC_0s089g22149.1 2,00E-89 protein CBS domain containing membrane protein
Contig7474_at -1,13 296 0,90 1,21 LOC_0s03g05320.2  1,00E-110 protein expressed protein

Contig16020_at -0,92 -293 093 1,02 LOC_Os11g16560.1  1,00E-138 protein expressed protein

Contig14415_at -0,73 -2,46 1,39 0,88 LOC_0s05g50190.1  1,00E-160 protein protein kinase domain containing protein
Contig12522_at -0,09 -3,83 0,02 1,22 LOC_0Os01g36090.1  1,00E-157 protein DNA-damage-repair/toleration protein DRT102
Contig6958_s_at -1,42 -244 1,40 1,81 LOC_0Os07g35260.1 4,00E-81 protein DUF26 kinases have homology to DUF26 containing loci
Contig15613_at -1,92 -159 2,25 1,41 LOC_Os11g31950.1  1,00E-127 protein expressed protein

rbags22g19_at 0,19 -401 -0,18 0,49 LOC_Os01g49510.1  1,00E-133 protein OsPOP3 - Putative Prolyl Oligopeptidase homologue
Contig3058_at -0,51 -341 042 1,19 LOC_0s10930450.1  1,00E-123 protein heaw-metal-associated domain-containing protein
HVSMEa0019D10r2_at 1,90 -405 -0,23 0,13 LOC_0s02g39710.1 1,00E-35 protein CCT/B-box zinc finger protein

Contig14308_at 0,19 -396 -0,14 0,51 LOC_0s08g17400.1 4,00E-59 protein WRKY DNA-binding domain containing protein
Contig10499_at 1,62 -446 -0,65 0,60 LOC_0s06g22810.1 0.0 protein TKL_IRAK_CrRLK1L-1.14

Contig7850_at -0,24 -350 0,32 0,41 LOC_0Os03g38010.1  1,00E-139 protein nuf2 family protein

Contig9455_at -2,30 -2,10 1,71 2,88 LOC_0s03g04310.2 2,00E-61 protein BHLH transcription factor

Contig12170_at -2,14 -1,92 1,89 1,84 LOC_0s12g10184.1 0.0 protein pentatricopeptide

rbaal20n01_s_at -0,46 -337 044 0,59 LOC_0s01g32660.1 0.0 protein - STE kinases include homologs to sterile 7, sterile 11 and sterile 20
Contig7241_at -0,48 -325 0,56 0,46 LOC_0s03g61220.1 0.0 protein DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 3
HV_CEa0015H07r2_s_at 1,10 -3,83 -0,02 0,19 LOC_0s02g29530.1 0.0 protein glycosyl transferase 8 domain containing protein
Contig21289_at -1,26 -2,42 1,39 1,34 LOC_0s07g05960.1 9,00E-75 protein conserved hypothetical protein

Contig24175_at 1,69 -3,83 -0,03 0,03 LOC_0s05g37820.1 0.0 protein transporter, major facilitator family

Contig366_at 0,02 -380 0,00 0,82 LOC_Os11g05050.1 1,00E-114 protein stem-specific protein TSJT1
HVSMEf0015P21r2_s_at -521 -1,78 2,02 1,39 LOC_0s01g03549.1 0.0 protein multi-copper oxidase type | family protein
Contig11710_at -1,44 -265 1,14 245

HS05J08u_s_at -2,06 -1,78 2,01 296

Contig8468_at 154 -396 -0,17 0,24 LOC_0s01g38980.2 1,00E-128 protein calmodulin-binding protein
HVSMEmOO004N19r2_s_at 0,25 -3,83 -0,05 0,04 LOC_Os01g48690.1 2,00E-79 protein ribosomal protein rppS20
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Contig18913_at 0,06 -322 056 -0,11 LOC_Os09g27450.1 1,00E-70 protein homeobox associated leucine zipper
Contig8345_at -0,12 -3,60 0,18 0,44 LOC_Os04g58720.1 0.0 protein anthranilate phosphoribosyltransferase
Contig4633_at -6,32 -1,67 2,10 1,45 LOC_Os01g71080.1 3,00E-73 protein xylanase inhibitor

Contig18481_at -1,55 -1,80 1,97 1,45 LOC_0s02g56540.1 3,00E-22 protein kinesin motor domain containing protein
Contig10874_at 552 -3,74 0,03 -0,21 LOC_Os05g44900.1 3,00E-38 protein expressed protein

Contig18569_at 507 -490 -1,14 0,86 LOC_Os03g06705.1 9,00E-61 protein 3-ketoacyl-CoA synthase

Contig15225_at -1,10 -2,67 1,08 0,91 LOC_Os06g13050.1  1,00E-156 protein peroxidase family protein

Contig14258_at -0,27 -3,27 0,49 0,19 LOC_0s08g19610.3 6,00E-90 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Contig10710_at -1,32 -2,53 1,23 1,35 LOC_Os01g12560.1  1,00E-178 protein 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase
HV14K24u_at -0,50 -3,34 0,41 0,69 LOC_Os03g60710.1 0.0 protein protein kinase domain containing protein
Contig18676_at -0,57 -3,10 0,64 0,51 LOC_0Os04g59580.1 1,00E-49 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig21442_at -0,68 -2,73 1,02 0,79 LOC_Os01g59510.1 2,00E-75 protein chloroplast ribonuclease Ill domain protein
Contig23628_at -0,33 -3,34 0,39 1,35 LOC_Os08g12780.4  1,00E-158 protein chloroplast envelope membrane protein
Contig6059_at -0,92 -2,89 0,84 2,08 LOC_Os10g33830.1 2,00E-64 protein MATH domain containing protein

Contig6093_s_at -0,52 -2,42 1,31 0,39 LOC_Os03g56900.1 1,00E-108 protein reticulon domain containing protein
HWO09I11u_s_at 3,38 -3,73 0,00 0,00 LOC_0s02g44630.2  1,00E-158 protein aquaporin protein

rbags13e05_s_at 0,23 -3,87 -0,14 0,53 LOC_0s12g34460.2 5,00E-60 protein auxin-binding protein 4 precursor

HV11HO2u_at 0,56 -390 -0,17 0,00 LOC_Os06g44840.2 8,00E-29 protein prenyltransferase

Contig12787_at -0,83 -2,79 0,93 1,82 LOC_0s02g53340.2 1,00E-102 protein cyclic nucleotide-gated ion channel
Contig9696_s_at 1,65 -395 -0,23 0,32 LOC_0s03g62370.1  1,00E-120 protein WD40-like Beta Propeller Repeat family protein
Contig24433_at -0,25 -3,34 0,38 0,31 LOC_0s01g53600.2 1,00E-55 protein farnesyltransferase subunit beta

Contig9274_at 034 -322 050 -0,36

Contig6875_at -0,11 -3,60 0,12 0,05 LOC_Os07g40620.1 1,00E-167 protein saccharopine dehydrogenase
HVSMEIi0013P04r2_s_at -0,49 -321 0,50 1,37 LOC_Os03g51640.1  1,00E-118 protein expressed protein

HD04D15u_at -1,46 -2,44 127 1,16

HVSMEIO017H19r2_s_at  -1,01 -2,68 1,03 1,22 LOC_Os04g47280.1  2,00E-55 protein ATFUC1

Contig13138_at -0,70 -2,94 0,77 1,05 LOC_Os05g45720.2 7,00E-54 protein starch synthase

Contig7684_at -4,07 -151 2,19 3,49 LOC_Os01g08330.1  1,00E-139 protein aspartic proteinase nepenthesin-1 precursor, putative
EBma05_SQ002_M06_at -3,15 -1,35 235 149

Contig19031_at -1,54 -2,31 1,39 153

Contig9276_at -0,46 -3,28 0,41 0,87 LOC_0Os05g02130.1 0.0 protein ankyrin repeat domain-containing protein 28
Contig3920_at -0,71 -2,90 0,80 0,99 LOC_Os079g01020.1  1,00E-156 protein SOR/SNZ family protein

Contig5929_at -1,13 -2,57 1,13 1,39 LOC_0Os12g02040.1 2,00E-25 protein hypoxia-responsive family protein

Contig16580_at -1,35 -1,09 2,60 1,21 LOC_Os05g07240.1 3,00E-58 protein expressed protein

Contig15159_s_at -1,28 -2,38 1,31 1,30 LOC_Os06g30380.1 4,00E-93 protein GTP binding protein

Contig6843_at 096 -3,73 -0,056 0,00 LOC_0s02g09740.1 0.0 protein STRUBBELIG-RECEPTOR FAMILY 7 precursor
Contig18600_at 0,16 -3,79 -0,11 0,73 LOC_0Os03g08220.1 2,00E-88 protein lipoxygenase protein

Contig15840_at 0,04 -356 0,13 -0,08 LOC_0Os03g24460.2 1,00E-49 protein aminotransferase domain containing protein
Contig21807_at 0,37 -416 -0,48 0,55 LOC_Os07g41140.1 8,00E-78 protein receptor-like protein kinase precursor
Contig21680_at -252 -191 1,77 1,60 LOC_Os05925060.1 2,00E-24 protein PPR repeat domain containing protein
EBpi01_SQ004_K18_at 045 -415 -0,48 0,69

Contig14094_at -0,23 -3,15 0,52 0,04 LOC_Os02g50700.1 1,00E-24 protein expressed protein

Contig21185_at -0,37 -2,99 0,68 0,21 LOC_0s03g19920.1 4,00E-18 protein expressed protein

ChlorContigl7_s_at 0,15 -3,66 0,00 1,55

HVSMEg0007B23r2_at -1,97 -2,22 1,44 2,01 LOC_Os06g44060.2 1,00E-105 protein phospholipase D. Active site motif family protein
Contig10284_at 1,51 -3,77 -0,11 0,08 LOC_0s07g48160.1 0.0 protein alpha-galactosidase precursor

Contig7768_s_at -0,19 -3,49 0,17 0,10 LOC_Os01g72800.1  1,00E-176 protein signal recognition particle receptor

Contig14999_at 1,74 -3,49 0,17 -0,19 LOC_Os04g57020.2  1,00E-130 protein expressed protein

Contig14469_at -0,37 -3,38 0,27 1,62 LOC_Os06g36650.1 1,00E-141 protein ABC transporter family protein

Contig8292_at -0,01 -3,64 0,01 0,20 LOC_Os05g45930.1 0.0 protein IQ calmodulin-binding motif family protein
Contig10699_at -0,13 -3,36 0,29 0,09 LOC_0s03g59640.1 0.0 protein magnesium-chelatase subunit chiD, chloroplast precursor
Contig16606_at -1,90 -1,74 1,92 3,62 LOC_0s08g02520.1 2,00E-31 protein OsSAUR31 - Auxin-responsive SAUR gene family member
HVSMEN0019B10f s_at -0,75 -2,97 0,68 1,14 LOC_Os01g65380.1 2,00E-77 protein patellin protein

Contig11580_at -0,46 -3,09 0,56 0,80 LOC_0s09g37610.1  1,00E-161 protein MATE efflux protein

Contig17860_at 0,37 -3,89 -0,24 095 LOC_Os10g41310.1 0.0 protein DUF630/DUF632 domains containing protein
Contig4728_at -1,53 -2,25 1,40 1,31 LOC_Os01g45910.1 0.0 protein plastidic ATP/ADP-transporter

Contig19395_at -2,20 -1,81 1,82 3,35 LOC_Os06g50040.1 1,00E-22 protein OsSAUR29 - Auxin-responsive SAUR gene family member
Contig5352_at 1,13 -4,03 -0,39 0,28 LOC_0s12g35670.1 1,00E-42 protein RALFL4 - Rapid ALkalinization Factor RALF family protein precursor
Contig17093_at -2,30 -1,76 1,87 2,10 LOC_Os08g30770.1  1,00E-108 protein ABC transporter, ATP-binding protein
Contigl739_s_at -4,38 -1,63 2,00 3,10 LOC_Os12g42860.1 2,00E-91 protein 2-aminoethanethiol dioxygenase

Contig2878_at -1,94 -1,54 2,09 158 LOC_Os10g40710.1  1,00E-114 protein expansin precursor

Contig18702_at 0,35 -209 154 -0,10 LOC_0Os06g14540.1 1,00E-45 protein endoglucanase

Contig8436_s_at 0,79 -325 0,37 -0,25 LOC_0Os01g69950.1 2,00E-81 protein ribosomal protein L27

Contig14590_at 031 -415 -0,53 0,95 LOC_0s01g42960.1 3,00E-07 protein TTL1

Contig11449_at -1,37 -2,20 1,42 1,78 LOC_Os11g04460.1 0.0 protein calcium-transporting ATPase, plasma membrane-type
Contig8090_at 0,83 -352 0,09 -0,01 LOC_Os12g36810.1 0.0 protein polygalacturonase

Contig16511_at 0,07 -348 0,13 0,00 LOC_Os01g45370.1 4,00E-89 protein radical SAM enzyme

HZ65P03r_at -0,75 -2,93 0,68 0,69 LOC_Os10g11830.1 9,00E-06 protein expressed protein

Contig12927_at -1,24 -1,72 1,89 1,23 LOC_0Os08g06620.1 6,00E-39 protein DNA polymerase delta subunit 4 family
EBpi01_SQO001_104_s_at 0,00 -334 026 0,00 LOC_0Os02g35500.1 1,00E-154 protein NAD binding domain of 6-phosphogluconate dehydrogenase
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Contig7012_at 0,33 -3,05 0,55 -0,28 LOC_0Os03g10860.1 1,00E-35 protein expressed protein

Contig12695_at 2,43 -332 0,28 -0,19 LOC_0Os08g42850.1 3,00E-90 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
Contig11633_at -0,07 -348 0,11 0,29 LOC_0Os07916130.1 1,00E-102 protein acetyltransferase, GNAT family

HY08MO06u_x_at -0,57 -2,87 0,73 0,53

Contig1162_at -1,58 -1,74 1,86 1,63 LOC_0Os01g05630.1 1,00E-72 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig5585_s_at 056 -3,38 0,21 -0,15 LOC_0s03g61260.1 8,00E-74 protein ribosomal L18p/L5e family protein

Contig12303_at 0,70 -3,74 -0,14 0,15 LOC_0s02g34884.1 0.0 protein Sacl homology domain containing protein
Contig10845_at -0,22 -296 0,63 0,25 LOC_0s02g44520.1 0.0 protein OsSub19 - Putative Subtilisin homologue
EBro04_SQ004_L16a at  -1,24 -236 1,23 1,24

Contig16159_at -0,42 -3,15 044 0,86 LOC_0s02g13950.1 2,00E-53 protein NHL repeat-containing protein

HVSMEIO009B19r2_s_at -0,31 -328 0,31 0,79 LOC_0s03g08550.2 0.0 protein STRUBBELIG-RECEPTOR FAMILY 6 precursor
Contig23806_at 0,21 -360 -0,01 244 LOC_0s02g35870.2 7,00E-65 protein galactosyltransferase

Contig7643_at -0,40 -3,23 0,35 0,63 LOC_0s12943970.1 2,00E-78 protein hydrolase, alpha/beta fold family domain containing protein
Contig6300_at 1,84 -3,43 0,15 -0,14 LOC_0s03g29350.1 0.0 protein von Willebrand factor type A domain containing protein
Contig8147_at -0,60 -292 0,66 2,83 LOC_Os06g46410.2 0.0 protein auxin response factor

Contig8750_s_at -0,42 -3,17 041 0,96 LOC_Os03g61570.2 9,00E-50 protein expressed protein

Contig938_s_at 1,74 -3,61 -0,04 0,04 LOC_Os11g18947.2 6,00E-88 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig12940_at 253 -419 -0,62 0,66 LOC_0s02g51670.1 3,00E-49 protein ethylene-responsive transcription factor

Contig14633_at 0,82 -3,63 -0,07 0,07 LOC_0s01g71220.1 1,00E-141 protein zinc finger protein

Contig5403_at -0,46 -2,68 0,88 0,40 LOC_Os03g57120.1 0.0 protein ferredoxin--NADP reductase, chloroplast precursor
Contig11177_at 1,53 -3,74 -0,18 0,24 LOC_0s03g14250.1 1,00E-128 protein plant protein of unknown function DUF869 domain containing protein
Contig8258_s_at -1,82 -1,42 2,13 2,49 LOC_Os03g31510.1 3,00E-20 protein cysteine proteinase inhibitor 8 precursor
HVSMEa0006D18r2_s_at 1,01 -4,37 -0,82 0,78 LOC_Os07g47620.1 3,00E-60 protein universal stress protein domain containing protein
Contig14349_at -0,67 -2,48 1,07 0,76 LOC_Os04g39160.1 1,00E-124 protein RNA-dependent RNA polymerase

Contig11250_s_at 1,70 -3,66 -0,12 0,11 LOC_0s05g33270.1 0.0 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig23309_at -0,96 -2,88 0,64 0,76 LOC_Os07936930.1 2,00E-06 protein expressed protein

rbags12k11_s_at -0,74 -2,81 0,71 0,81 LOC_0s02937080.1 2,00E-95 protein ASC1

Contig6309_at -3,89 -2,10 1,42 2,78 LOC_0s02g15700.1 1,00E-31 protein expressed protein

Contig23719_at 091 -422 -0,70 0,58 LOC_0Os01g56330.1 3,00E-61 protein TKL_IRAK_CrRLK1L-1.5

Contig8562_at 0,57 -3,75 -0,23 0,25 LOC_0s10g23100.1 1,00E-112 protein ras-related protein

HWO1F06u_at -0,79 -2,74 0,77 1,15 LOC_0Os01g19760.1 2,00E-75 protein expressed protein

Contig20068_at -0,93 -1,74 1,77 0,70 LOC_Os06g08790.1 0.0 protein ORCL1 - Putative origin recognition complex subunit 1
Contig6870_at -2,18 -155 1,95 1,17 LOC_Os03g58040.3 0.0 protein glutamate dehydrogenase protein

Contig4633_x_at -6,13 -1,61 1,90 1,45 LOC_Os01g71080.1 3,00E-73 protein xylanase inhibitor

HVSMEa0005E13r2_s_at 0,04 -334 0,17 0,00 LOC_Os07g43810.1 1,00E-112 protein RNA recognition motif containing protein

Contig5708_at -0,02 -3,24 0,26 0,02 LOC_0s05g09400.3 8,00E-44 protein 30S ribosomal protein S31, chloroplast precursor
Contig24914_at -1,07 -2,38 1,12 1,02 LOC_0Os02g01440.1 2,00E-74 protein nitric oxide synthase 1

HYO03124u_s_at -0,72 -2,76 0,75 1,10 LOC_Os05g51180.1 1,00E-116 protein hyaluronan/mRNA binding family domain containing protein
Contigl154_s_at -1,46 -2,07 1,44 1,43 LOC_0Os01g05630.1 2,00E-63 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig8894_at -1,71 -1,84 166 1,70 LOC_Os03g51230.2 0.0 protein SNF2 family N-terminal domain containing protein
HVSMEQ0007005r2_at -2,03 -1,69 181 279

Contig7443_at -0,16 -3,18 0,32 0,21 LOC_0Os01g59740.1 1,00E-138 protein expressed protein

Contig145_x_at -2,77 -1,54 1,96 1,54 LOC_0Os05938640.1 1,00E-58 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig1671_s_at 1,85 -3,83 -0,34 0,14 LOC_Os06g04250.1  1,00E-162 protein phosphate-induced protein 1 conserved region domain
Contig460_s_at -1,02 -2,92 0,57 1,08 LOC_Os06g09450.7 0.0 protein sucrose synthase

Contig19089_at 032 -381 -031 0,37 LOC_0Os11g14420.1 1,00E-137 protein inactive receptor kinase At1g27190 precursor
Contig14271_at 0,84 -260 0,89 1,03 LOC_Os06g48610.1  1,00E-77 protein CCT motif family protein

Contig393_at -6,28 -1,77 1,71 1,92 LOC_Os11g10510.1 0.0 protein dehydrogenase

Contig6481_at 3,78 -4,92 -1,43 1,04 LOC_Os03g06940.1 0.0 protein beta-galactosidase

Contig118_at -2,42 -1,54 1,94 1,47 LOC_0Os03g17100.1 7,00E-68 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig6093_at -0,60 -2,21 1,27 0,59 LOC_Os03g56900.1  1,00E-108 protein reticulon domain containing protein

Contig16645_at -0,05 -3,41 0,06 0,11

Contig13522_at 0,19 -347 0,00 0,03 LOC_0Os04g35080.1 1,00E-168 protein protein kinase domain containing protein
Contig5438_s_at -0,89 -2,83 0,63 0,85 LOC_0s01g04900.1 0.0 protein peptidase M50 family protein

EBem05_SQ004_C15_at -0,62 -2,94 052 0,49 LOC_0s01g07490.1 2,00E-31 protein RST1

Contig5813_at 094 -354 -0,08 0,06 LOC_0Os05928630.1 0.0 protein leaf senescence related protein
EBro03_SQ004_A01_s_at 0,30 -355 -0,09 0,24 LOC_0Os04g33390.1 0.0 protein prephenate dehydratase domain containing protein
Contig28_s_at -2,49 -163 1,82 1,76 LOC_Os03g17100.1 1,00E-67 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig15468_at -1,19 -2,24 1,21 1,91 LOC_Os05g34670.1 1,00E-128 protein KH domain containing protein

Contig12253_at 0,15 -351 -0,07 0,66 LOC_0s12g34460.2 5,00E-60 protein auxin-binding protein 4 precursor

Contig23889_at 0,50 -3,13 0,32 -0,16 LOC_Os04g30490.1 4,00E-48 protein MATE efflux family protein

HTO9BO7u_s_at 0,82 -4,00 -0,55 1,72 LOC_0s09g31000.1 3,00E-62 protein EF hand family protein

EBma0l_SQO005 B17_at  -1,04 -2,16 1,29 0,93

HVSMEf0021019r2_s_at 0,22 -321 0,24 -0,27 LOC_Os01g70300.1 1,00E-121 protein aspartokinase 3, chloroplast precursor

Contig16238_at -0,05 -3,23 0,21 0,00 LOC_0Os01g66300.1 3,00E-43 protein KH domain containing protein

HUO08P15u_s_at -0,49 -2,41 1,03 0,42 LOC_0Os03g57120.1 0.0 protein ferredoxin--NADP reductase, chloroplast precursor
Contig11882_at -0,20 -3,36 0,07 0,87 LOC_Os08g15278.1 1,00E-69 protein chloroplast 30S ribosomal protein S8, putative
Contig4893_at -0,42 -2,44 0,98 0,38 LOC_Os07g36190.1  1,00E-125 protein hydrolase, NUDIX family, domain containing protein
Contig9981_at 381 -313 0,29 -0,18 LOC_0s09g25460.1 0.0 protein transferase family protein

Contig17600_at -1,64 -1,97 1,44 1,62 LOC_0s01g63220.3 1,00E-34 protein kinase, pfkB family
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Contig20157_at -0,89 -2,45 0,97 0,76

Contig12856_at 1,12 -3,42 -0,01 0,00 LOC_Os04g46750.1 0.0 protein glycosyl transferase 8 domain containing protein
EBma03_SQ003_L14 s_at -0,95 -2,53 0,88 2,28 LOC_0s10g33830.1 2,00E-64 protein MATH domain containing protein
EBma01_SQO005_K17_at -2,55 -1,67 1,74 1,91 LOC_0s02g13450.1 3,00E-09 protein MEGL7 - Maternally expressed gene MEG family protein precursor
Contig14563_at 0,00 -2,67 0,73 -0,08 LOC_0s10g33990.1 4,00E-39 protein DUF584 domain containing protein

Contig22556_at -2,47 -1,69 1,71 2,47 LOC_0s02g04240.1 5,00E-71 protein weel-like protein kinase

Contig14567_at -3,62 -1,81 159 2,80 LOC_0Os11g35030.1 1,00E-116 protein growth regulating factor protein

Contig14621_at -0,78 -2,35 1,05 0,81 LOC_Os01g42710.1  1,00E-111 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig145_at -2,67 -1,48 1,91 1,43 LOC_Os05g38640.1 1,00E-58 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig20529_s_at -1,42 -1,76 1,63 1,53 LOC_0Os01g18850.4 8,00E-57 protein OsSPL1 - SBP-box gene family member

Contig5845_at 2,13 -538 -1,99 1,60 LOC_0Os01g55190.1 0.0 protein expressed protein

Contig12438_at 0,00 -2,42 0,97 -0,04 LOC_0Os06g11140.1 0.0 protein pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase domain containing protein
Contig8195_at -2,40 -1,57 1,82 1,57 LOC_Os06g07210.1 0.0 protein ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit
Contig5903_s_at 562 -1,65 1,74 -1,27 LOC_Os03g03810.1 2,00E-32 protein DEF8 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig15666_at 0,71 -351 -0,13 0,14 LOC_Os08g41110.1  1,00E-127 protein chaperone protein dnal 10

Contig25707_at -1,64 -1,00 2,38 1,02 LOC_Os02g47130.1 1,00E-26 protein expressed protein

Contigl7746_at -0,55 -2,83 0,55 0,49 LOC_Os10g36880.1 1,00E-119 protein kinesin motor domain containing protein
Contig11481_at -1,48 -1,33 2,05 1,54 LOC_0s08g35190.1 3,00E-38 protein auxin-repressed protein

Contig13143_s_at 0,85 -423 -0,85 0,58 LOC_0s02904250.3 3,00E-72 protein glycosyltransferase

Contig7804_at -0,79 -2,63 0,74 1,21 LOC_0Os10g41360.1 0.0 protein ARABIDILLO-1

Contig10417_at 0,09 -329 0,08 0,00 LOC_0Os05g33510.1 1,00E-88 protein peptide methionine sulfoxide reductase msrB
Contig19696_at 0,34 -340 -0,03 0,08 LOC_0Os07g42410.1 4,00E-95 protein expressed protein

Contig23882_at 1,13 -3,26 0,11 -0,09

Contig6918_s_at -0,81 -2,15 1,21 0,82 LOC_Os07g43040.1 8,00E-44 protein heawy metal-associated domain containing protein
Contigd724_at 0,00 -325 0,11 -0,04 LOC_0s02g35500.1 1,00E-154 protein NAD binding domain of 6-phosphogluconate dehydrogenase
Contig10218_at 043 -422 -0,86 2,05 LOC_0s08g10340.1 2,00E-41 protein OsFBX278 - F-box domain containing protein
Contig19872_at -0,37 -3,06 0,30 0,61 LOC_Os079g30110.1 2,00E-20 protein expressed protein

Contig15138_at -1,05 -2,21 1,15 1,07 LOC_Os10g43075.1 1,00E-122 protein expressed protein

HUO5K13u_s_at 0,26 -322 014 -0,06 LOC_Os01g48270.1  6,00E-88 protein AAA-type ATPase family protein

rbags16el12_at -0,22 -2,74 061 0,17 LOC_Os07g13590.1 6,00E-20 protein expressed protein

HS05D20u_s_at -0,64 -1,98 1,37 0,64

Contig8649_at -0,20 -3,13 0,22 1,07 LOC_0s05933040.3 2,00E-93 protein cyclin

Contig2594_s_at 054 -3,64 -0,29 0,08 LOC_Os03g52690.1 1,00E-101 protein CBS domain containing membrane protein
Contig14429_s_at -0,83 -2,31 1,04 0,60 LOC_Os04g54940.1 1,00E-131 protein ATEB1A-like microtubule associated protein
Contig14836_at -1,68 -1,88 1,46 1,79 LOC_Os06g13600.1 1,00E-122 protein HEAT repeat family protein

Contig23957_at -1,79 -1,62 1,72 1,80 LOC_0s07912640.1 5,00E-45 protein glycerol-3-phosphate dehydrogenase

Contig23170_at -0,96 -2,47 087 1,20

Contig5378_at 0,03 -246 0,88 0,00

Contig6247_at -0,52 -2,81 0,53 1,02 LOC_Os03g16740.1 0.0 protein protein kinase APK1A, chloroplast precursor
Contig11642_at 0,08 -3,39 -0,05 0,49 LOC_0s01g65720.1 0.0 protein expressed protein

Contig21170_at 0,02 -3,33 0,00 0,98 LOC_0s04g58470.1 0.0 protein choline transporter-related

HVSMEh0081C04r2_s_at -5,74 -1,53 1,80 1,21 LOC_Os01g71080.1 3,00E-73 protein xylanase inhibitor

Contig20097_at 2,42 -250 0,83 -0,85 LOC_0s12g02589.3 3,00E-79 protein hydrolase, alpha/beta fold family protein
Contig17655_at -0,50 -2,80 0,53 1,82 LOC_0s10g33970.2 1,00E-43 protein double-stranded RNA binding motif containing protein
Contig8699_at 2,84 -417 -0,85 0,80 LOC_0s05932230.1 1,00E-137 protein expressed protein

Contig10075_at -0,36 -2,55 0,77 0,31 LOC_0Os10g26400.2 1,00E-98 protein uncharacterized oxidoreductase

Contig4131_at -2,36 -1,62 1,70 1,93 LOC_0Os04935520.3 1,00E-159 protein OsAPx7 - Stromal Ascorbate Peroxidase encoding gene 5,8
Contig14270_s_at -0,80 -2,53 0,78 0,84 LOC_Os06g48610.1 1,00E-77 protein CCT motif family protein

Contig130_at -1,28 -1,87 1,45 1,20 LOC_Os04g34240.1 4,00E-71 protein histone H3

Contig9232_at 336 -2,38 0,93 -0,99 LOC_0Os04g42520.1 4,00E-81 protein phosphoribosyl transferase

Contig1136_at -2,24 -1,43 1,88 1,43 LOC_Os01g05630.1 6,00E-69 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig10543_at 059 -3,26 0,06 0,00 LOC_0Os01g66170.1 1,00E-160 protein SNARE associated Golgi protein

Contig22680_at -1,80 -1,89 1,42 1,48 LOC_0Os03g49940.1 6,00E-70 protein integral membrane protein

Contigl75_x_at -3,11 -1,31 2,00 1,32 LOC_0s10g39410.1 1,00E-52 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig11363_at -0,18 -3,09 0,21 0,15 LOC_Os03g55164.1  1,00E-169 protein OsSWRKY4 - Superfamily of TFs having WRKY and zinc finger domains
Contig4439_at 0,25 -3,32 -0,02 0,04 LOC_0Os03g34040.1 1,00E-137 protein ribosomal protein

Contig18449_at -1,36 -1,62 1,68 1,33 LOC_0Os08g25700.1 1,00E-113 protein expressed protein

Contig13188_at 156 -4,13 -0,83 0,66 LOC_Os07g49240.1 1,00E-170 protein MRH1

Contig4949_at 0,23 -352 -0,22 0,58 LOC_0s02g58560.3 0.0 protein 1,3-beta-glucan synthase component

Contig13817_at -0,20 -3,16 0,13 0,80 LOC_0s02g53620.1 8,00E-91 protein nuclear transcription factor Y subunit

HWO01F10u_s_at -0,30 -2,45 0,84 0,23 LOC_0Os01g49690.1  1,00E-177 protein Ser/Thr protein phosphatase family protein
HVSMEQ0007D17r2_at -2,08 -151 1,77 1,32

Contig481_at -1,40 -1,99 1,29 1,52 LOC_0s03928330.4 0.0 protein sucrose synthase

Contig13137_s_at -0,61 -2,78 0,50 1,11 LOC_Os05g45720.2 7,00E-54 protein starch synthase

HV03P03u_at -1,50 -1,80 1,47 1,65

Contig6817_at 1,27 -3,19 0,08 -0,10 LOC_Os01g17150.1 2,00E-42 protein plastid-specific 50S ribosomal protein 5, chloroplast precursor
Contig6592_at -0,74 -1,82 1,45 0,64 LOC_0s02955410.1 0.0 protein MCM5

HEO1F04u_s_at -0,13 -3,04 0,22 0,52 LOC_0Os01g14720.1 5,00E-48 protein transcription regulator

Contig5003_at -0,71 -2,20 1,07 0,71 LOC_Os03g19510.1  1,00E-142 protein OsClp4 - Putative Clp protease homologue
Contig3855_at -2,02 -1,41 185 5,81 LOC_0s02916540.2 5,00E-05 protein OSWRKY39v2
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HVSMEmMO0013103r2_at -1,28 -1,91 1,36 1,52 LOC_Os05g51150.3 2,00E-57 protein RNA polymerase sigma factor

Contig16148_at -1,83 -1,64 1,62 2,22 LOC_0s129g07880.1 7,00E-99 protein dynamin family protein

Contig11163_s_at 1,30 -390 -0,64 0,67 LOC_Os10g42620.1 7,00E-63 protein dihydroflavonol-4-reductase

Contig6085_at 0,16 -2,57 0,69 -0,20 LOC_0s03g51430.2 9,00E-73 protein SEC14 cytosolic factor family protein

Contig18000_at -2,65 -1,72 1,54 1,31 LOC_Os07g03770.1 1,00E-155 protein Homeobox domain containing protein

Contig1064_at -1,30 -2,06 1,21 1,37 LOC_0Os05g44330.5 1,00E-138 protein DJ-1 family protein

Contig25088_at -2,10 -1,72 154 2,33 LOC_Os06g11180.1 3,00E-99 protein OsPOP12 - Putative Prolyl Oligopeptidase homologue
Contig22133_at -1,22 -2,13 1,12 1,16 LOC_0Os03g11500.1 6,00E-39 protein DUF647 domain containing protein

Contigl7766_at 098 -286 0,39 -0,45 LOC_0Os04g33630.1 1,00E-53 protein 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain containing protein
Contig23354_at -0,89 -2,28 0,96 0,94 LOC_Os05g45060.1 2,00E-62 protein RING-H2 finger protein ATL2M

Contig2018_at 1,47 -3,62 -0,38 0,44 LOC_0Os04g59040.1 1,00E-112 protein soluble inorganic pyrophosphatase

Contig8486_at 392 -344 -019 0,18 LOC_0Os05g43530.1 0.0 protein CSLC7 - cellulose synthase-like family C

Contig15470_at -1,29 -1,65 1,60 0,96 LOC_0Os10g01570.1 1,00E-108 protein C-5 cytosine-specific DNA methylase

Contig17568_at 1,46 -3,71 -0,47 0,51 LOC_Os06g02480.1 3,00E-55 protein expressed protein

Contig14931_at 1,13 -3,34 -0,09 0,09 LOC_0Os01g48330.1 1,00E-127 protein protein kinase domain containing protein

Contig6671_at 537 -366 -042 0,17 LOC_Os04g41970.1 0.0 protein endoglucanase

HY03J09u_at -0,81 -2,46 0,78 0,87

Contig13577_at 1,44 -321 0,03 -0,03 LOC_0Os02g32120.1 1,00E-131 protein cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial precursor
Contig4386_at 2,86 -415 -091 0,75 LOC_0s02g08440.1 1,00E-128 protein OSWRKY71 - Superfamily of TFs having WRKY and zinc finger domains
Contig6062_at -0,79 -2,53 0,70 0,48 LOC_Os05g49060.1 1,00E-132 protein uncharacterized protein ycf23

HT12B06u_s_at 0,46 -2,56 0,68 -0,46 LOC_Os07g43070.1  1,00E-141 protein expressed protein

Contig10890_s_at -1,03 -2,06 1,18 1,58 LOC_0Os01g55450.1 1,00E-105 protein CAMK_KIN1/SNF1/Nim1_like.11

Contig10249_at -0,07 -3,14 0,09 0,76 LOC_Os05934270.1 1,00E-70 protein inactive receptor kinase At1g27190 precursor
Contig15547_at -0,78 -2,33 0,90 0,55 LOC_0s01g37510.1 1,00E-116 protein peptide deformylase

HVSMECc0008I05r2_s_at -1,23 -201 121 1,39 LOC_Os01g65350.1 0.0 protein deoxynucleoside kinase family

Contig25692_at -0,44 -2,85 0,38 0,74 LOC_0Os03g48450.4 1,00E-163 protein SCARECROW

Contig13623_at -0,91 -1,45 1,77 1,10 LOC_0Os11g03290.1 0.0 protein nucleoside-triphosphatase

Contig9141_at -151 -1,66 157 1,62 LOC_Os03g40670.1  1,00E-180 protein glycerophosphoryl diester phosphodiesterase family protein
Contig9040_at 0,97 -3,76 -0,54 0,45 LOC_0s05g33730.1 1,00E-116 protein gibberellin receptor GID1L2

Contig13827_at -0,43 -2,74 048 0,65 LOC_Os08g43090.1 4,00E-84 protein bZIP family transcription factor

Contig22282_at -1,23 -1,75 1,47 1,47 LOC_Os03g17634.1 2,00E-91 protein PPR repeat domain containing protein

Contig5839_at -2,32 -1,75 1,47 2,45 LOC_0Os09g30300.1 3,00E-28 protein expressed protein

Contigl724_s_at -3,91 -1,57 1,65 1,57 LOC_0s119g26790.1 5,00E-48 protein dehydrin

Contig17552_at -0,19 -3,02 0,20 0,44 LOC_0s02g55150.2 1,00E-78  protein formin

Contig8181_at -0,17 -3,11 0,10 0,47 LOC_Os02g47970.1 0.0 protein calpain

Contig11711_at 1,39 -2,85 0,37 -0,25 LOC_Os04g43070.1 1,00E-109 protein ammonium transporter protein

Contig11204_at -1,64 -1,61 1,60 1,76 LOC_Os05935520.1 0.0 protein deoxynucleoside kinase family

Contig10599_at 0,07 -320 0,01 0,00 LOC 0s08g45180.1  1,00E-180 protein kinase, pfkB family

Contigl75_at -3,27 -1,35 1,86 1,40 LOC_Os10g39410.1 1,00E-52 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig12640_at -1,40 -2,01 1,20 1,28 LOC_0s01g69120.1 2,00E-47 protein uncharacterized RNA methyltransferase pc1998
HV_CEa0012B15f s_at 052 -356 -0,35 0,29 LOC_0s02g38820.1 1,00E-100 protein expressed protein

Contig18503_at -0,36 -2,85 0,36 0,39 LOC_Os05g04070.1  1,00E-116 protein expressed protein

HV_CEa0018D10f_s_at 0,04 -325 -0,05 0,69 LOC_Os11g05050.1 1,00E-114 protein stem-specific protein TSJT1

Contig13614_at -1,21 -1,97 1,23 1,51 LOC_Os03g59750.1 1,00E-155 protein DNA gyrase subunit A, chloroplast/mitochondrial precursor
Contig12959_at 0,95 -423 -1,03 0,88 LOC_0s02g47420.3 0.0 protein ATROPGEF7/ROPGEF7

Contig20510_at -6,08 -1,63 157 2,15 LOC_Os05g50090.1 2,00E-45 protein oxidoreductase, 20G-Fell oxygenase domain containing protein
Contig2931_at 1,20 -3,39 -0,19 0,18 LOC_0s01g59440.1 1,00E-110 protein BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1

Contig16611_at -2,09 -1,60 1,60 1,65 LOC_Os01g65660.2 1,00E-57 protein amino acid transporter

Contig11591_at -1,15 -2,12 1,08 1,23 LOC_0s01g65350.1 0.0 protein deoxynucleoside kinase family

Contig19972_at 329 -410 -0,90 0,79 LOC_Os04g46110.1 4,00E-16 protein fibroin heaw chain precursor, putative
HVSMEN0024106r2_s_at -0,79 -2,40 0,79 1,10 LOC_0s02g48390.1 1,00E-167 protein phosphoribosyl transferase

Contig8724_at 0,08 -3,17 0,02 0,02 LOC_0Os04g32880.2 0.0 protein CBS domain containing membrane protein

Contig7480_at -052 -2,89 0,29 0,21 LOC_0Os04g39980.1  1,00E-143 protein gibberellin 20 oxidase 2

Contig5648_s_at -0,89 -2,12 1,06 0,69 LOC_Os04g38540.1 1,00E-174 protein aldose 1-epimerase

Contig12382_at -2,13 -1,50 1,68 4,91 LOC_Os01g71060.1 2,00E-36 protein xylanase inhibitor

Contig20794_at -1,03 -2,11 1,07 0,98 LOC_0Os04g49940.1 2,00E-50 protein expressed protein

Contig25256_at -1,94 -151 166 2,17 LOC_Os10g17910.1 1,00E-33 protein OsSWAK114 - OsWAK receptor-like cytoplasmic kinase OsWAK-RLCK
Contig7590_at -2,65 -1,42 1,75 1,51 LOC_0Os06g02530.1 2,00E-64 protein expressed protein

Contig15642_at -1,09 -1,89 1,28 1,01 LOC_0Os01g16290.1 0.0 protein DNA gyrase subunit B, chloroplast/mitochondrial precursor
Contig4462_at 2,08 -3,15 0,01 -0,09 LOC_0Os12g37415.1 1,00E-61 protein expressed protein

Contig12945_at -0,89 -1,80 1,37 0,70 LOC_Os03g11530.1 0.0 protein nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
Contig24666_at 4,93 -3,74 -0,58 0,60

HU04L22r_at 0,38 -341 -0,25 1,94 LOC_0Os04g55240.1 2,00E-07 protein VQ domain containing protein

Contig5120_at -0,95 -2,39 0,77 0,75 LOC_Os10g43050.1  1,00E-118 protein OsClp1l - Putative Clp protease homologue

Contig7798_at 0,23 -3,31 -0,15 0,27 LOC_0Os04g51560.1 1,00E-137 protein OSWRKY68 - Superfamily of TFs having WRKY and zinc finger domains
Contig12805_at 0,67 -3,07 0,08 -0,01 LOC_0Os08g29780.1 1,00E-120 protein expressed protein

EBpi01_SQ002_N15_at 0,78 -222 093 0,59

Contig20887_s_at -0,93 -2,39 0,77 1,13 LOC_Os03g63910.1  1,00E-170 protein PPR repeat domain containing protein

rbags23005_x_at 41,65 -1,25 191 145

Contig13143_at 1,39 -4,17 -1,02 0,76 LOC_0s02g04250.3 3,00E-72 protein glycosyltransferase
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Contig1616_at -1,78 -1,62 1,53 2,14 LOC_0s10g39840.1 1,00E-134 protein glycosyl hydrolases family 16

Contig20783_at -3,18 -1,52 1,63 2,76 LOC_0s10g32980.1 7,00E-46 protein CESAT - cellulose synthase

HT08011u_at -2,32 -1,39 1,76 1,99

HM12H18r_at -1,24 -1,55 1,60 1,15

Contig14686_at -0,08 -2,06 1,09 0,05 LOC_Os01g61320.2 2,00E-95 protein thioredoxin

Contig12204_s_at 3,60 -317 -0,02 0,00 LOC_Os07g40890.1  7,00E-31 protein igA FC receptor precursor

Contig20105_at -1,36 -1,21 1,93 0,97 LOC_0s02g10640.1 1,00E-41 protein 26S protease regulatory subunit

Contig4690_at 2,26 -331 -0,17 0,20 LOC_0s01g02930.1 1,00E-157 protein glycosyltransferase protein

HU12J04u_at -1,67 -1,88 1,26 1,40

HA13E08r_s_at 0,25 -3,26 -0,12 1,02 LOC_Os01g42960.1 3,00E-07 protein TTL1

Contig9016_at -0,04 -2,99 0,15 0,38 LOC_Os07g06490.1 1,00E-135 protein DNA binding protein

Contig10157_at -1,34 -1,91 1,22 1,40 LOC_Os06g13000.1 1,00E-110 protein ankyrin repeat domain-containing protein, chloroplast precursor
Contig443_at -1,16 -1,35 1,78 1,14 LOC_0Os03g17100.1 7,00E-59 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig2803_at -7,12 -0,89 2,24 0,82 LOC_Os06g35540.1 0.0 protein aminotransferase, classes | and Il, domain containing protein
HVSMEKO0005L21r2_s_at 0,43 -3,07 0,05 -0,08 LOC_Os04g41810.1 1,00E-148 protein expressed protein

Contig17386_at -1,05 -2,12 1,01 1,20 LOC_Os09g11240.1 6,00E-57 protein expressed protein

HSO06F14u_s_at -1,12 -2,15 0,97 1,38 LOC_0Os04g53540.4 0.0 protein homeobox and START domains containing protein
Contig10264_at -0,17 -2,65 0,48 0,11 LOC_0Os01g16940.1 1,00E-125 protein MazG nucleotide pyrophosphohydrolase domain containing protein
Contig10667_at 2,96 -3,12 0,00 0,09 LOC_0s01g15320.1 9,00E-52 protein RALFL9 - Rapid ALkalinization Factor RALF family protein precursor
HS06C04u_s_at -0,64 -2,58 0,54 0,98 LOC_0s01g01280.1 2,00E-60 protein expressed protein

Contig22689_at -0,07 -3,02 0,10 0,17 LOC_0s03g47760.1 8,00E-67 protein SAB

HO11E24S_s_at 1,80 -3,30 -0,18 0,21 LOC_0s02g08100.1 0.0 protein AMP-binding domain containing protein
HVSMED0017013f_at 0,03 -313 -0,02 0,29

Contigl224_s_at 0,07 -3,16 -0,05 0,67 LOC_0s02g57450.2 1,00E-164 protein Ser/Thr protein phosphatase family protein

Contig15890_at -0,18 -2,93 0,18 0,65 LOC_Os03g49170.1  1,00E-111 protein zinc finger family protein

Contig11338_at -1,18 -2,01 1,09 1,89 LOC_Os09g31502.1 1,00E-136 protein dehydrogenase

Contig12795_at 0,72 -262 0,47 -0,61 LOC_Os01g04200.2 1,00E-44 protein metallo-beta-lactamase family protein

Contig5081_at -0,72 -2,44 0,65 0,78 LOC_0s02g48390.1 1,00E-167 protein phosphoribosyl transferase

Contig9118_at -1,22 -1,52 1,57 3,30 LOC_Os03g06390.1 2,00E-44 protein expressed protein

Contig10202_at -1,40 -1,42 1,67 1,09 LOC_0s03g11540.1 0.0 protein RPA1B - Putative single-stranded DNA binding complex subunit 1
HTO1IM21w_at -1,62 -1,53 1,56 1,45 LOC_Os03g02010.4 2,00E-46 protein DNA methyltransferase protein

Contig4518_at 2,85 -295 0,14 -0,04 LOC_Os07g06080.1 0.0 protein FAD dependent oxidoreductase domain containing protein
Contig14168_s_at 2,75 -269 039 -045 LOC_Os01g72950.1 1,00E-48 protein expressed protein

Contig19333_at 1,57 -3,06 0,03 -0,08 LOC_0s02957020.1 2,00E-39 protein YCF37

Contig10435_at 2,85 -3,16 -0,09 0,04 LOC_0Os03g17850.1 3,00E-29 protein glycosyltransferase family 43 protein

Contig26342_at -0,51 -231 0,76 1,18 LOC_Os06g39640.1 0.0 protein PINHEAD

M58754_at 1,80 -2,84 0,23 -0,22 LOC_Os08g43580.1 1,00E-55 protein acyl carrier protein

HVSMEQ0002E24r2_s_at 1,40 -4,78 -1,70 0,86 LOC_Os06g11660.1  1,00E-141 protein phosphate-induced protein 1 consened region domain
Contig10952_at 1,05 -3,03 0,05 -0,09 LOC_0Os04g36054.1 1,00E-102 protein auxin response factor 9

Contig4463_s_at 2,20 -3,03 0,04 -0,03 LOC_Os12g37415.1 1,00E-61 protein expressed protein

Contig9465_at -1,26 -1,13 1,94 1,26 LOC_Os07g47090.2 1,00E-90 protein KIP1

Contig6664_at -0,29 -2,47 0,60 0,22 LOC_Os07g05040.1 9,00E-89 protein cadmium-induced protein

Contig6305_at 1,88 -3,68 -0,61 0,52 LOC_0s01g63420.1 0.0 protein OsFBL4 - F-box domain and LRR containing protein
Contig4034_at -2,52 -1,47 160 1,29 LOC_Os06g05120.2 2,00E-28 protein expressed protein

Contig1166_s_at -4,90 -1,13 1,94 1,05 LOC_Os05g49860.1 4,00E-62 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig23482_at 0,36 -318 -0,11 0,06

Contig23196_at -0,13 -2,98 0,08 0,66 LOC_0s01g45860.1 1,00E-156 protein GRAS family transcription factor domain containing protein
Contig14921_s_at -1,02 -1,28 1,79 0,98 LOC_Os01g56880.1 4,00E-75 protein purple acid phosphatase precursor

Contig16556_at -0,89 -2,16 0,91 1,92 LOC_Os10g33040.1 2,00E-42 protein receptor-like protein kinase precursor

Contig4368_at -0,48 -2,47 0,59 0,40 LOC_Os04g36760.1 2,00E-52 protein enzyme of the cupin superfamily protein

Contig9155_s_at -0,80 -2,27 0,80 1,04 LOC_0Os03g07990.1 1,00E-133 protein acetyltransferase, GNAT family

Contig9660_at 095 -286 0,20 -0,34 LOC_0s02g38240.1 1,00E-135 protein rhodanese family protein

Contig23146_at 0,39 -329 -0,23 0,07 LOC_0s03g61240.1 1,00E-05 protein expressed protein

Contig17360_at 0,24 -298 0,08 -0,03 LOC_Os04g52100.1 3,00E-45 protein peptidase, M24 family protein

Contig3375_at 0,88 -3,76 -0,70 0,57 LOC_Os09g23350.1 0.0 protein trehalose synthase

HF18A22r_s_at 0,19 -3,04 0,02 0,04 LOC_0Os06g29180.1 0.0 protein erythronate-4-phosphate dehydrogenase domain containing protein
HVSMEK0018M19r2_at -0,74 -1,40 1,65 0,65 LOC_0s03g51200.1 1,00E-61 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig14078_at 0,00 -3,04 0,02 095 LOC_0s01g21820.1 2,00E-90 protein preprotein translocase subunit secA, chloroplast precursor
Contig845_s_at 1,53 -3,37 -0,32 0,46 LOC_Os11g24070.1 5,00E-33 protein LTPL10 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig9922_s_at -0,90 -2,22 0,83 2,82 LOC_Os05g38940.1 1,00E-09 protein hypothetical protein

rbags16i08_s_at 0,72 -3,31 -0,26 0,18 LOC_Os01g67054.1 0.0 protein calreticulin precursor protein

Contig14799_at 0,60 -2,73 0,32 -0,28 LOC_0s09g28730.1 2,00E-40 protein gibberellin receptor GID1L2

Contig9650_at 0,80 -1,90 1,15 0,79

Contig14428_at -0,60 -2,07 0,97 0,63 LOC_0s04g54940.1 1,00E-131 protein ATEB1A-like microtubule associated protein
Contig8473_s_at 0,18 -3,14 -0,10 0,45 LOC_Os02g57710.1 0.0 protein signal peptide peptidase-like 2B

Contig4952_s_at -6,26 -1,85 1,19 245 LOC_Os04g40410.1 6,00E-64 protein high affinity nitrate transporter

Contig19278_at 0,38 -3,68 -0,64 0,77 LOC_Os08g42440.1 1,00E-119 protein CCT/B-box zinc finger protein

Contig7497_at -1,35 -1,66 1,38 1,29 LOC_Os03g33580.1 0.0 protein mitotic checkpoint protein

HA14HO4r_at -1,81 -1,45 1,59 1,07 LOC_Os01g15480.1 1,00E-27 protein EMB3013

Contig9864_at 0,35 -2,98 0,06 -0,12 LOC_0s05g40260.1 1,00E-109 protein acetyltransferase, GNAT family
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HVSMEhO0085009r2_s_at -0,51 -252 052 0,82 LOC_0s05950220.1 1,00E-68 protein pex14

Contig16323_at -0,76 -2,23 0,80 0,82 LOC_0s08g01420.1 1,00E-56 protein PHD-finger domain containing protein
Contig14344_at -1,39 -1,36 1,67 1,21 LOC_Os05941750.1  1,00E-175 protein RecF/RecN/SMC N terminal domain containing protein
rbags23005_at -1,59 -125 1,78 1,23

Contig20025_at 0,69 -313 -0,10 0,05

HB22D03r_at 41,36 -1,55 1,47 1,29 LOC_Os01g43050.1  5,00E-76 protein CENP-C1

rbags29h17_s_at -0,05 -2,49 0,53 0,09 LOC_Os02g47360.1 4,00E-37 protein PPR repeat domain containing protein
HVSMEK0011G17r2_at -1,50 -1,18 1,84 1,19 LOC_Os06914460.1 1,00E-24 protein chromosome condensation protein like
Contig2284_at -0,02 -2,78 0,24 0,00 LOC_0s05g01820.1 3,00E-66 protein cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain containing protein
Contig10976_at -0,15 -2,81 0,20 0,35 LOC_Os079g36180.2  1,00E-118 protein pentatricopeptide

Contig1664_at 0,53 -3,46 -045 0,54 LOC_0s01g70270.3 0.0 protein auxin response factor

HY10H19u_s_at 1,80 -619 -318 278

HVSMEb0001J09r2_s_at 0,83 -2,99 0,02 0,00 LOC_Os12g01140.4 0.0 protein AGC_PVPK_like_king2y.2

HY10NO4u_s_at -1,03 -1,30 1,70 1,01 LOC_Os10g01570.1 1,00E-108 protein C-5 cytosine-specific DNA methylase

Contig5709_at 0,42 -286 0,15 -0,15 LOC_Os03g18590.1  1,00E-171 protein malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase, mitochondrial precursor
HVSMEN0017G01f_s_at -3,27 -156 1,44 1,97 LOC_Os02g40010.4  1,00E-101 protein phosphoribosyl transferase

Contig4227_at -0,60 -2,45 0,55 0,62 LOC_0s05g42230.1 1,00E-115 protein universal stress protein domain containing protein
Contig12323_at -0,31 -2,57 043 0,31 LOC_Os06g37610.1 0.0 protein Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase
Contig19202_at 0,77 -3,00 0,00 -0,05 LOC_Os06g49680.1 3,00E-43 protein expressed protein

Contig3822_at 2,00 -2,85 0,15 -0,13 LOC_0s02g39160.1 0.0 protein hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate synthase
Contig7733_at 2,62 -227 0,73 -0,61 LOC_0s02g42350.1 0.0 protein nitrilase

Contig22223_at -0,64 -239 0,60 0,90 LOC_0s03g20890.1 2,00E-10 protein transposon protein, putative, Mutator sub-class
Contig17419_at -2,55 -1,42 158 2,03 LOC_Os04g11195.1 7,00E-05 protein gamma-thionin family domain containing protein
Contig8506_at 2,71 -293 0,06 -0,12 LOC_0Os01g40710.1 8,00E-72 protein high light inducible protein

Contig7242_at -0,31 -2,70 0,29 0,21 LOC_0s12939420.9 0.0 protein nucleobase-ascorbate transporter
HVSMEn0022B10r2_s_at  -1,39 -1,70 1,29 1,21 LOC_Os02g50640.1 0.0 protein HEAT repeat family protein

Contig16311_at -1,16 -1,16 1,83 0,60 LOC_0s08908230.1 4,00E-52 protein kinesin-like protein, identical

Contig7721_at 0,79 -2,36 0,63 -0,53 LOC_Os07g43070.1  1,00E-141 protein expressed protein

HVSMEb0011P07r2_at -1,50 -1,59 1,40 1,35 LOC_Os04g02780.1 3,00E-42 protein amidase family protein

rbah37c06_s_at -055 -253 046 0,71

HVSMEN0025C01f_at 269 -283 015 -0,09

Contig8103_s_at -0,40 -2,67 0,30 0,72 LOC_0Os02g16000.1 5,00E-75 protein E1-BTB1

Contig1430_at 1,86 -4,06 -1,09 0,78 LOC_Os01g46926.1 9,00E-84 protein ubiquitin-conjugating enzyme

Contigl67_x_at -2,00 -1,48 150 1,22 LOC_0Os03g17100.1 2,00E-58 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
HS16008u_s_at -0,31 -2,44 054 031

Contig6113_at -0,79 -2,07 090 0,71 LOC_Os03g19280.1 0.0 protein argininosuccinate lyase

Contig15122_at -0,92 -2,01 0,9 0,97 LOC_0s07935050.1 2,00E-57 protein OsFBX237 - F-box domain containing protein
Contig3756_at -0,70 -2,31 0,66 0,68 LOC_0s03g22880.1 1,00E-177 protein nucleolar protein 5A

Contig4806_at 365 -356 -059 0,46 LOC_0Os10g22590.1 2,00E-71 protein POEI24 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein precursor
HVSMEDOOO5E07r2_s_at 1,79 -359 -0,62 0,44 LOC_0s02946610.1 1,00E-126 protein zinc-binding protein

Contig20198_at -1,13 -1,98 098 0,62

Contig9358_at 0,67 -3,14 -0,17 0,16 LOC_Os03g01710.1 5,00E-76 protein expressed protein

Contig17749_at -2,69 -155 1,41 2,35 LOC_Os04g40320.1 1,00E-20 protein expressed protein

Contig24094_at -1,27 -1,23 1,73 1,42 LOC_0Os04g37970.1 8,00E-47 protein transporter family protein, putative

Contig12132_s_at -0,69 -2,25 0,71 0,79 LOC_Os08g07060.1  1,00E-100 protein CRR6

Contig13178_at -0,09 -2,73 0,23 0,09 LOC_Os05936090.1 0.0 protein zinc finger DHHC domain-containing protein
Contig1161_at -1,13 -1,63 1,32 1,08 LOC_0s01g05630.1 2,00E-63 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig13573_at 508 -2,04 091 -0,75 LOC_Os07g44780.1 1,00E-92 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig10360_at 308 -265 030 -0,18 LOC_0Os01g11230.1 1,00E-105 protein SOUL heme-binding protein

Contig11618_at 3,92 -240 0,55 -0,65 LOC_0s04g34170.3 9,00E-13 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
HWO06K22u_s_at -0,06 -2,70 0,24 0,99 LOC_0Os08g34050.1 0.0 protein phosphofructokinase, putative

HUO5A05u_s_at 1,02 -3,84 -0,90 1,17 LOC_Os05g37690.1 0.0 protein OsFBL23 - F-box domain and LRR containing protein
Contig19879_at -0,07 -2,94 0,00 0,88 LOC_0Os09g35760.2 1,00E-106 protein homeobox and START domains containing protein
Contig21227_at 1,76 -3,19 -0,25 0,17 LOC_0Os05g32530.1 4,00E-80 protein mannosylglycoprotein endo-beta-mannosidase
Contig9882_s_at -0,18 -2,41 0,53 0,20 LOC_Os07g31270.1  1,00E-120 protein cupin 2, conserved barrel domain protein
Contig5503_s_at 2,55 -1,46 1,48 2,49 LOC_0s01g65920.2 2,00E-72 protein F-box/LRR-repeat protein 2

Contig9877_at 456 -350 -0,57 0,68 LOC_0s03g02920.1 1,00E-141 protein peroxidase precursor

HWO02G11u_s_at -0,83 -2,17 0,76 1,14 LOC_0s05936920.1 2,00E-59 protein histone deacetylase

Contig16523_at 0,61 -2,89 0,04 -0,10 LOC_Os01g41870.2 1,00E-145 protein protein kinase

Contig12718_at -0,32 -2,72 0,20 0,11 LOC_0Os06913660.1 0.0 protein alanyl-tRNA synthetase

Contig14822_at -1,02 -2,05 0,87 1,45 LOC_Os03g43440.1 5,00E-61 protein CAMK_KIN1/SNF1/Nim1_like.17

Contig16911_at -2,27 -156 1,35 1,37 LOC_Os04g58630.2 6,00E-93 protein DNA mismatch repair protein MSH3

Contig14300_at -0,34 -2,59 0,32 0,35 LOC_0s02g44780.3  1,00E-168 protein polyprenyl synthetase

Contig2458_s_at 0,24 -3,17 -0,26 0,58 LOC_0Os05941930.3  1,00E-160 protein N-rich protein

Contig5486_at -0,02 -2,82 0,09 0,11 LOC_Os10g27340.2 1,00E-147 protein oxidoreductase

Contig18640_at -0,71 -1,74 1,17 0,60 LOC_0Os09911510.1 1,00E-101 protein phosphoglycerate mutase

Contig653_at 2,64 -348 -058 0,57 LOC_0s03g21080.1 8,00E-83 protein guanine nucleotide exchange factor
Contig15405_s_at -1,16 -1,24 167 0,87 LOC_Os12g44160.2  1,00E-149 protein oxidoreductase

Contig9121_at -1,44 -156 1,35 1,78 LOC_Os05g07870.1 0.0 protein triose phosphate/phosphate translocator, non-green plastid,chloroplast
Contig13869_at -0,51 -2,32 058 0,75 LOC_Os07g47180.1 1,00E-154 protein transposon protein, putative, unclassified
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Contig4566_at -1,51 -1,25 1,66 3,29 LOC_0Os11g08100.1 2,00E-90 protein eukaryotic aspartyl protease domain containing protein
Contig14020_at 4,17 -3,96 -1,05 0,81 LOC_0s01g02940.6 2,00E-78 protein glycosyltransferase protein

HOO04B16S_at 0,14 -3,07 -0,17 0,55 LOC_0Os05g05830.1 1,00E-64 protein bifunctional protein folD

Contig1803_at 2,30 -4,07 -1,16 0,28 LOC_0s02g41630.2 0.0 protein phenylalanine ammonia-lyase

Contig6980_at 0,49 -2,32 058 0,76 LOC_Os0505950.1 0.0 protein TOC159

Contig4518_s_at 3,04 -274 0,17 -0,13 LOC_Os07g06080.1 0.0 protein FAD dependent oxidoreductase domain containing protein
Contig1881_at 0,00 -290 0,00 0,93 LOC_0s05g43690.1 1,00E-68 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like protein 3 precursor
Contig5121_s_at -0,74 -2,21 0,69 0,71 LOC_0Os10g43050.1 1,00E-118 protein OsClp11 - Putative Clp protease homologue
Contig7268_s_at -0,75 -2,21 0,68 1,08 LOC_0Os08g08820.2 1,00E-25 protein homeobox and START domains containing protein
Contig3640_at -1,30 -1,66 1,24 151 LOC_0s07g27790.1 0.0 protein glutamate--cysteine ligase, chloroplast precursor
Contig13494_at 0,53 -2,84 0,05 -0,16 LOC_0s02g35190.2 0.0 protein chloride channel protein

Contig14612_at 092 -329 -040 0,38 LOC_0s01g11040.1 1,00E-119 protein SCAR-like protein 2

Contig8652_at -0,09 -2,73 0,16 0,20 LOC_Os06g27770.1 1,00E-148 protein isoflavone reductase homolog IRL

Contig14920_at -0,77 -1,05 1,84 0,85 LOC_Os01g56880.1 4,00E-75 protein purple acid phosphatase precursor

Contig9640_at -0,29 -2,57 0,32 0,50 LOC_Os11g40510.1 0.0 protein RNA recognition motif containing protein
Contig6238_s_at -298 -1,46 1,42 2,93 LOC_0s01g27210.1 1,00E-103 protein glutathione S-transferase

Contig16483_at -1,76 -1,39 1,49 1,31 LOC_0s04g38450.1 1,00E-132 protein gamma-glutamyltranspeptidase 1 precursor
Contig26529_at -0,68 -1,75 1,13 3,14 LOC_Os09g33460.2 2,00E-08 protein double-stranded RNA binding motif containing protein
Contig11415_at 2,31 -318 -0,30 0,23 LOC_0s06g13030.1 1,00E-146 protein OsLIM

Contig23598_at 2,95 -365 -0,77 0,56 LOC_Os08g44840.1 8,00E-42 protein transferase family protein

Contig5628_at 0,07 -2,78 0,09 0,01 LOC_0s03g32270.1 1,00E-147 protein hydrolase, alpha/beta fold family domain containing protein
Contig1741_at -343 -1,27 160 262 LOC_Os12g42860.1 2,00E-91 protein 2-aminoethanethiol dioxygenase

Contig22576_at -1,63 -1,14 1,73 1,03 LOC_0Os10g41390.1 1,00E-143 protein protein kinase domain containing protein
HVSMEmMOO007K04r2_at -1,11 -1,73 1,14 1,21 LOC_0s09g16330.2 9,00E-39 protein pleiotropic drug resistance protein

Contig8678_s_at -0,85 -1,91 096 0,71 LOC_Os09g12290.1  1,00E-108 protein bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase
Contig16878_at 0,82 -369 -0,82 0,62 LOC_0Os11g01200.2 1,00E-146 protein senescence-induced receptor-like serine/threonine-protein kinase
Contig20722_at -0,81 -1,77 1,09 0,84 LOC_0s02g02500.1 1,00E-148 protein remorin family protein

Contig12308_at -0,31 -2,24 0,63 0,11 LOC_0s07g29220.1 0.0 protein Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase
Contig10604_at 1,37 -311 -0,25 0,09 LOC_0s03g54910.1 2,00E-51 protein X8 domain containing protein

Contig15518_at -0,06 -2,86 0,00 2,32 LOC_0s10g28060.1 0.0 protein 3-ketoacyl-CoA synthase

Contig25221_at -2,62 -1,11 1,75 0,95 LOC_0s12g03130.1 4,00E-33 protein CDC45A - Putative DNA replication initiation protein
Contig4592_s_at 0,44 -312 -0,26 0,19 LOC_Os01g43410.1 0.0 protein CAMK_CAMK_like.9

Contigl4_at -2,11 -1,06 1,79 1,02 LOC_Os04g34240.1 4,00E-71  protein histone H3

Contig7592_at -2,04 -1,28 157 1,26 LOC_0s06g02530.1 3,00E-62 protein expressed protein

HA22L.21r_at -3,09 -1,00 1,85 0,88

HMO2H10u_at 2,42 -2,84 0,00 0,00 LOC_0Os06g13750.1 6,00E-05 protein expressed protein

Contig10468_at -1,57 -1,32 1,52 1,24 LOC_0s02947150.1 1,00E-125 protein DNA topoisomerase 2

Contig10362_at -0,75 -2,17 0,68 0,74 LOC_0s09g26580.1 2,00E-17 protein expressed protein

Contig25090_at -0,21 -2,27 057 0,25 LOC_0s08g10510.2 1,00E-96 protein aminotransferase

Contig9069_at 494 -327 -043 0,00 LOC_Os10g36170.1 1,00E-26 protein LTPL160 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
Contig3398_at -2,28 -1,37 1,46 1,07 LOC_0s10928230.1 2,00E-69 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig3573_s_at -0,69 -1,70 1,14 0,49 LOC_0s05g33100.1 1,00E-112 protein endo-1,3;1,4-beta-D-glucanase precursor
Contig20263_at 0,13 -267 016 0,26 LOC Os10g42240.1  6,00E-57 protein kinase, pfkB family

Contig10203_at 0,00 -2,83 0,00 0,37 LOC_0s09g29380.2 2,00E-70 protein expressed protein

Contig5792_at -0,56 -1,84 0,99 0,57 LOC_Os08g33190.1 1,00E-47 protein linker histone H1 and H5 family protein

Contig16466_at -0,24 -2,53 0,30 0,11 LOC_Os109g36710.1 0.0 protein CAMK_CAMK_like.40

Contig5656_at -2,85 -1,43 1,40 1,96 LOC_Os02g40010.4  1,00E-101 protein phosphoribosyl transferase

Contig12146_at -2,04 -1,46 1,37 1,43 LOC_0s089g29110.1 8,00E-63 protein thioredoxin

HC108C09_SK_at -0,35 -1,44 1,38 0,42 LOC_0Os01g48790.3 1,00E-101 protein YT521-B-like family domain containing protein
Contig37_at -2,76 -1,09 1,74 0,95 LOC_0s10g39410.1 3,00E-53 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig24256_at -0,39 -2,59 0,23 0,40 LOC_Os01g60700.1 2,00E-25 protein serine/threonine-protein kinase NAK

Contig9837_at -1,34 -1,45 1,37 1,23 LOC_0s02g50010.1 0.0 protein APO

Contig26328_at -4,83 -1,35 1,47 1,77 LOC_0s03g38800.1 2,00E-32 protein AAA family ATPase

Contig5629_at 1,82 -339 -0,57 0,49 LOC_0s02g30470.1 3,00E-30 protein expressed protein

Contig20819_at 0,28 -296 -0,15 0,59 LOC_0s03g20450.1 6,00E-45 protein expressed protein

HWO08K02u_at 2,77 -1,77 1,04 -1,17 LOC_Os03g41390.1 2,00E-11 protein ZOS3-15 - C2H2 zinc finger protein

Contig14371_at 1,60 -325 -0,44 0,26 LOC_0s079g01240.1 3,00E-98 protein expressed protein

Contig13788_at -0,51 -2,46 0,34 0,97 LOC_Os06g01320.1 1,00E-100 protein chromo domain containing protein

HOO2E11S_s_at 1,09 -3,08 -0,27 0,19 LOC_Os01g48330.1 1,00E-127 protein protein kinase domain containing protein
Contig18665_at -0,34 -264 017 0,32 LOC_0s08g39310.1 6,00E-67 protein SWIB/MDM2 domain containing protein

Contig14429_at -0,69 -1,99 081 0,64 LOC_Os04g54940.1 1,00E-72 protein ATEB1A-like microtubule associated protein
Contig919_s_at 1,35 -2,84 -0,03 0,00 LOC_0s02g36940.1 2,00E-74 protein uncharacterized Cys-rich domain containing protein
Contig1459_at -0,01 -2,78 0,02 0,01 LOC_Os06g29180.1 0.0 protein erythronate-4-phosphate dehydrogenase domain containing protein
Contig6917_at -0,81 -2,06 0,75 1,25 LOC_0s07g43040.1 1,00E-43 protein heaw metal-associated domain containing protein
Contig4613_at 1,20 -2,58 0,22 -0,32 LOC_0s02g03100.2 1,00E-169 protein oxidoreductase, aldo/keto reductase family protein
Contig15384_at -0,71 -1,60 1,19 0,66 LOC_0s07939430.1 1,00E-109 protein mTERF family protein

EBpi07_SQ002_E23_s_at -1,22 -1,04 1,75 0,81 LOC_Os01g16650.1 3,00E-87 protein ubiquitin-conjugating enzyme

Contig8590_at 0,13 -293 -0,14 0,54 LOC_0s02g47640.1 0.0 protein OsFBT4 - F-box and tubby domain containing protein
Contig12222_at -0,09 -2,79 0,00 1,06 LOC_Os11g11990.1 1,00E-156 protein NB-ARC domain containing protein

Contig16567_at 2,69 -260 0,18 -0,21 LOC_0s01g67220.2 4,00E-35 protein Oslbglu4 - beta-glucosidase-like protein without signal sequence
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EBro03_SQ005_P18_at 41,57 -0,82 1,96 0,56

Contig7748_at -1,00 -1,67 1,11 1,42 LOC_0s01g55290.2 1,00E-127 protein PPR repeat domain containing protein

Contig9052_at 480 -291 -0,13 0,03 LOC_0s03g53950.1 1,00E-111 protein strictosidine synthase

EBro03_SQ005_P18_x_at -1,93 -0,80 1,98 0,59

Contig13888_at 3,18 -3,30 -0,52 0,39 LOC_Os04g51792.1 1,00E-102 protein PAP fibrillin family domain containing protein
Contig8932_s_at -0,32 -2,44 0,34 0,47 LOC_0s03g62240.1 6,00E-87 protein expressed protein

HV_CEDb0009015r2_s_at -1,82 -1,44 133 161 LOC_Os03g51390.1 5,00E-47 protein expressed protein

HZA7110r_at 250 -135 142 172

Contig4367_s_at -0,39 -2,11 0,67 0,37 LOC_Os04g36760.1 2,00E-52 protein enzyme of the cupin superfamily protein

Contig8347_at -0,05 -2,78 0,00 0,19 LOC_0s03g48000.1 0.0 protein CorA-like magnesium transporter protein

Contig5244_at -1,19 -1,67 1,11 0,99 LOC_Os01g48960.1 0.0 protein glutamate synthase, chloroplast precursor
Contig24024_at -0,67 -2,01 0,77 1,28

EBro02_SQ008_C08_at -0,85 -1,63 1,14 0,89 LOC_0s02g26300.1 3,00E-06 protein expressed protein

HV08I08u_at -0,82 -1,97 0,80 0,76 LOC_Os06g01400.1 3,00E-38 protein glycyl-tRNA synthetase 2, chloroplast/mitochondrial precursor
Contig16273_at -5,66 -1,18 1,59 1,03 LOC_Os05g34550.1 0.0 protein MLO domain containing protein

Contig9871_at -1,15 -1,70 1,07 1,23 LOC_Os01g45640.1 5,00E-26 protein tat pathway signal sequence family protein
Contig13703_at -0,30 -2,25 0,51 1,13 LOC_Os11g10050.1  1,00E-159 protein G-protein alpha subunit

Contig24813_at -1,56 -1,09 1,67 1,07 LOC_Os03g41100.1 2,00E-25 protein cyclin

Contig20999_at -0,79 -194 0,82 0,77 LOC_Os06g11180.1 1,00E-140 protein OsPOP12 - Putative Prolyl Oligopeptidase homologue
Contig11529_at 1,58 -3,76 -0,99 0,75 LOC_Os099g23350.1 1,00E-142 protein trehalose synthase

Contig16074_at 1,89 -3,23 -0,47 0,42 LOC_0s12g10720.2 2,00E-91 protein glutathione S-transferase

Contigl7227_at 0,13 -1,46 1,30 -0,04 LOC_Os01g47350.1 6,00E-67 protein enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
Contig17654_at 1,42 -2,86 -0,10 0,13 LOC_Os06g47310.1  1,00E-103 protein plant-specific domain TIGR01627 family protein
HS09021u_at -4,17 -151 1,25 1,49 LOC_Os01g64790.1 1,00E-80 protein AP2 domain containing protein

Contig5784_s_at -3,27 -1,41 1,35 1,23 LOC_0s03g02670.2 1,00E-171 protein transporter family protein

Contig19848_at -3,48 -1,08 168 0,94

Contig5540_at 0,55 -2,85 -0,10 0,09 LOC_0s01g14860.3 0.0 protein CGMC_GSK.1 - CGMC includes CDA, MAPK, GSK3, and CLKC kinases
Contig9623_at 2,57 -287 -0,12 0,16 LOC_Os03g04430.1 0.0 protein protein phosphatase 2C

rbaal30al5_s_at -0,47 -2,24 051 0,69 LOC_Os059g05950.1 0.0 protein TOC159

Contig24103_at -0,78 -1,08 1,67 0,84 LOC_Os05938480.1 8,00E-44 protein kinesin motor domain containing protein
Contig25757_at 450 -3,23 -0,49 0,46 LOC_0s01g21560.1 4,00E-54 protein esterase/lipase/thioesterase family protein
Contig16347_s_at 0,41 -3,07 -0,33 0,17 LOC_0Os08g34060.4 8,00E-74 protein DUF1336 domain containing protein

Contig3112_at 0,19 -2,74 0,00 0,07 LOC_0Os03g55850.1 8,00E-83 protein cold acclimation protein WCOR413

Contig2455_at -1,37 -1,30 1,45 1,68 LOC_Os01g70770.1 3,00E-73 protein glutathione S-transferase

Contig26034_at -0,76 -191 0,83 0,73 LOC_0Os119g39670.1 0.0 protein seryl-tRNA synthetase

Contig684_s_at 41,38 -1,39 1,35 1,19 LOC_Os04g34240.1  3,00E-71 protein histone H3

Contig701_x_at -1,85 -1,17 156 1,15 LOC_Os06g06480.1 2,00E-50 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig1141_s_at -1,06 -1,31 1,42 0,95 LOC_Os01g05630.1 1,00E-71 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig13652_at 2,68 -3,11 -0,37 0,47 LOC_0s10g42820.2 0.0 protein early-responsive to dehydration protein-related
Contig7823_at 0,08 -3,06 -0,33 1,16 LOC_Os12g05040.1 4,00E-74 protein heaw-metal-associated domain-containing protein
Contig576_s_at -0,95 -0,98 1,75 0,95 LOC_0Os10g39410.1 3,00E-53 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig12975_at -0,95 -1,25 1,48 0,93 LOC_0s01g07400.2 2,00E-72 protein WDA40-like domain containing protein

Contig14251_at -0,65 -1,90 0,83 0,59 LOC_Os06g27860.1 4,00E-42 protein poor homologous synapsis 1 protein, putative
Contig8053_at -0,93 -1,29 1,43 0,93 LOC_Os07g49230.2 0.0 protein ubiquitin-activating enzyme

Contig3457_at -0,78 -1,97 0,75 0,63 LOC_0Os05g08360.1 1,00E-151 protein rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin 2

Contig119_at -0,46 -1,85 0,88 0,48 LOC_Os12g34510.1 1,00E-59 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
HOO08C10S_at -0,79 -2,09 0,64 0,88 LOC_0s09g35690.1 3,00E-83 protein zinc RING finger protein

EBro07_SQ002_G23_s_at -0,06 -2,59 0,13 0,03 LOC_Os04g46010.1 0.0 protein PPR repeat domain containing protein

Contig10173_at -1,03 -1,68 1,04 1,24 LOC_Os04g36660.1 2,00E-72 protein calmodulin binding protein

HFO04F14r_at 1,38 -167 105 -1,12

Contig26491_at -1,18 -1,22 150 1,23

Contig9782_at -1,56 -1,22 1,50 1,69 LOC_0s08g36530.1 4,00E-19 protein aspartic proteinase nepenthesin precursor, putative
Contig13490_at 1,40 -2,96 -0,24 0,14 LOC_Os03g06410.1 0.0 protein protein kinase domain containing protein
Contig13187_at -2,03 -1,11 161 1,16 LOC_0Os07g22400.2 0.0 protein POLA3 - Putative DNA polymerase alpha complex subunit
Contig1314_s_at 6,36 -3,87 -1,16 1,20 LOC_0Os08g01380.1 2,00E-53 protein 2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain containing protein
Contig15934_at -0,42 -2,02 0,69 0,18 LOC_Os03g07960.1 4,00E-60 protein expressed protein

Contig6416_s_at 1,02 -2,71 0,00 0,07 LOC_Os05g35540.1 1,00E-169 protein GTPase of unknown function domain containing protein
Contig9632_at -1,58 -1,61 1,10 2,43 LOC_0Os10g38160.1 3,00E-72 protein glutathione S-transferase

Contig2456_at -0,02 -2,66 0,04 0,05 LOC_Os01g70770.1 2,00E-82 protein glutathione S-transferase

HVSMEf0016008r2_s_at 2,15 -436 -1,66 1,30 LOC_0Os02g04670.1 0.0 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig12261_at 0,22 -3,02 -0,32 0,53 LOC_0Os05g13780.1 0.0 protein C-5 cytosine-specific DNA methylase

Contig10899_at -0,25 -2,40 0,30 0,44 LOC_0Os03g07790.1  1,00E-137 protein zinc finger, C3HC4 type domain containing protein
Contig455_s_at 294 -2,83 -0,13 0,14 LOC_Os07g34570.1 1,00E-173 protein FAD dependent oxidoreductase domain containing protein
Contig7973_at 0,50 -2,87 -0,17 0,85 LOC_0s01g69920.2 0.0 protein histidine kinase

Contig20759_at -0,78 -191 0,79 1,49 LOC_0Os03g60650.1 1,00E-44 protein protein phosphatase 2C

Contig6166_at 2,70 -2,63 0,07 -0,02 LOC_Os08g43320.1 1,00E-162 protein OsRhmbd14 - Putative Rhomboid homologue
Contig16437_at 0,68 -242 0,28 -0,19 LOC_Os04g48490.1 2,00E-41 protein fasciclin-like arabinogalactan protein

Contig7876_at 1,20 -359 -0,89 0,65 LOC_0s04g58160.2 1,00E-67 protein fiber protein Fb34

Contig3066_at -0,26 -2,25 0,44 1,34 LOC_Os05g30010.1 2,00E-18 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig4826_at 0,60 -212 057 0,88 LOC_Os01g16870.4 0.0 protein argonaute
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Contig8678_at -0,65 -1,69 1,00 0,68 LOC_0s09g12290.1  1,00E-108 protein bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase, chloroplast
HZ59C04r_s_at 092 -288 -0,19 0,22 LOC_0s01g59440.1 1,00E-110 protein BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1
Contigd711_s_at 2,75 -3,24 -0,56 0,57 LOC_Os06g49430.1 0.0 protein CGMC_MAPKCMGC_2.11

Contig9283_at -1,05 -1,79 0,89 1,93

HVSMEN0012L05r2_at -5,05 -1,01 1,68 0,85 LOC_0Os05g49100.1 3,00E-30 protein OSWRKY49 - Superfamily of TFs having WRKY and zinc finger domains
Contig12847_at -0,35 -2,37 0,32 0,54 LOC_Os03g19590.1 1,00E-31 protein phytochrome B

Contig9551_at -1,08 -1,72 0,97 1,71 LOC_Os04g39210.1 1,00E-134 protein agmatine deiminase

Contig23134_at -1,16 -1,37 1,29 2,69

HF01024T_at 034 -158 1,08 -0,25

Contig25153_at -0,81 -1,22 1,43 0,74 LOC_0s07936250.3 3,00E-44 protein peptide chain release factor protein

Contig2400_at 0,62 -280 -0,14 0,11 LOC_0s02g01010.1 0.0 protein OsPDIL1-4 protein disulfide isomerase PDIL1-4
Contig24499_at -1,62 -1,22 1,43 3,89 LOC_Os02g47810.1 1,00E-33 protein dof zinc finger domain containing protein
HVSMEc0019G06f_at -0,96 -2,06 0,59 1,73 LOC_0Os10g21354.1 1,00E-09 protein chloroplast 50S ribosomal protein L2, putative
Contig15363_at -0,91 -1,45 1,20 0,86 LOC_0s03g15930.2  1,00E-103 protein OTU-like cysteine protease family protein
Contig9747_at -0,83 -1,22 1,43 0,79 LOC_Os01g18210.1  1,00E-107 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Contig5969_at -0,36 -2,24 0,41 0,43 LOC_0s02g47310.1  1,00E-159 protein Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase
Contig8088_at -0,10 -2,56 0,08 0,75 LOC_0s03g06120.3 0.0 protein PLACS family protein

Contig4341_s_at -0,28 -2,30 0,35 0,46 LOC_0s02g57040.1 0.0 protein dehydrogenase

Contig21196_at 4,72 -221 043 -0,35 LOC_Os06g43810.1 5,00E-33 protein expressed protein

HA03G23u_at -2,00 -1,01 1,63 1,01 LOC_Os03g46640.1 3,00E-41 protein deoxyuridine 5-triphosphate nucleotidohydrolase
Contig17635_at -2,76 -1,11 153 1,13

Contig6732_at 0,13 -2,82 -0,19 0,19 LOC_0Os04g33390.1 0.0 protein prephenate dehydratase domain containing protein
Contig721_s_at 0,64 -2,64 -0,02 000 LOC_Os01g45274.3  1,00E-112 protein carbonic anhydrase, chloroplast precursor
HA24C19r_s_at 4,77 -3,44 -0,82 0,70 LOC_0Os07g45060.1 9,00E-91 protein uncharacterized GPIl-anchored protein At5g19240 precursor
Contig11100_at 1,43 -2,84 -0,22 0,21 LOC_0s09g36600.1  1,00E-110 protein nodulin

Contig20728_at -0,87 -1,73 0,89 1,60 LOC_0Os02g50560.1 3,00E-65 protein DSHCT domain containing protein
Contig5754_s_at 6,34 -367 -1,05 0,84 LOC_0Os07g27810.1 1,00E-89 protein fiber protein Fb34

HU11D20u_s_at -0,11 -2,52 0,10 0,25 LOC_0s10g27340.2 1,00E-147 protein oxidoreductase

Contig135_at -2,56 -1,07 154 1,04 LOC_Os11g05730.1 4,00E-70 protein histone H3

Contig25030_s_at -1,39 -1,30 1,31 1,15 LOC_Os01g67740.1 9,00E-80 protein chromosome segregation protein

Contig24748_at -0,71 -1,93 0,68 0,84 LOC_0s10g27990.1 1,00E-54 protein exocyst complex component 6

Contig17834_at -0,89 -0,56 2,06 0,69 LOC_Os06g45250.1 2,00E-63 protein tRNA pseudouridine synthase family protein
Contig20681_at -3,54 -086 1,76 0,91 LOC_Os01g54420.1 1,00E-48 protein dynamin family protein

Contig19502_at 1,96 -2,78 -0,17 0,14 LOC_0s09g29960.1 5,00E-36 protein dof zinc finger domain containing protein
Contig12960_at -1,18 -1,40 1,21 1,04 LOC_0Os02g16660.2  1,00E-127 protein chxX, chromosomal

Contig13114_at -1,13 -1,65 0,96 1,42 LOC_Os10g33270.1 6,00E-08 protein cyanate hydratase

Contig11869_at -0,60 -1,63 0,98 0,56 LOC_0s02g05880.1 7,00E-25 protein RNA polymerase Rpb1, domain 2 family protein
HI04H23u_at -0,02 -2,61 0,00 0,09 LOC_Os04g42840.1 2,00E-35 protein HEAT repeat family protein

Contig4811_at 0,67 -254 0,06 -0,04 LOC_0Os04g48230.2 0.0 protein dehydration response related protein
Contig406_s_at -0,68 -1,92 0,68 0,96 LOC_0s08g38900.1  1,00E-112 protein caffeoyl-CoA O-methyltransferase

Contig959_x_at 535 -3,35 -0,75 0,91 LOC_0s11g24070.1 5,00E-35 protein LTPL10 - Protease inhibitor/seed storage/LTP family protein precursor
HVSMEIi0011H23r2_at -0,51 -2,17 0,43 0,86 LOC_0s01g04880.1 3,00E-43 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig25010_at -1,71 -1,36 1,23 143

Contig18084_at -0,94 -1,65 094 1,20 LOC_0Os10g33940.1 7,00E-38 protein auxin response factor 18

EBem10_SQ001 P13_s_at -0,99 -1,41 1,18 2,33 LOC_Os03g20680.1 1,00E-127 protein late embryogenesis abundant protein 1
Contig25912_at -2,52 -1,40 1,19 1,27 LOC_0Os03g58080.1 6,00E-51 protein BT1 family protein

Contig6691_at 0,68 -259 0,00 0,05 LOC_Os04g51240.1 2,00E-81 protein EF hand family protein

Contig9936_at -0,85 -1,88 0,71 0,59 LOC_0s12935630.3 3,00E-62 protein elongation factor TS family protein

Contig19735_at 0,12 -2,69 -0,10 0,39 LOC_Os05g44360.1 1,00E-59 protein oligosaccharyl transferase

Contig2425_s_at 0,76 -2,76 -0,17 0,19 LOC_0Os01g55830.1 2,00E-96 protein glutathione S-transferase

Contig11651_at -1,30 -1,63 0,96 1,01 LOC_Os01g53890.1  1,00E-142 protein RNA methyltransferase, TrmH family protein
Contig11270_at -1,00 -1,05 1,54 4,82 LOC_Os03g44540.1 2,00E-86 protein nuclear transcription factor Y subunit
Contig11195_at -2,02 -1,06 153 1,09 LOC_Os06g45330.1 4,00E-58 protein endonuclease V

Contig26594_at -2,09 -0,64 195 0,36

Contig23678_at -0,39 -2,15 0,43 0,42 LOC_0Os059g07210.1  1,00E-135 protein metal cation transporter

Contig6963_at -0,15 -2,14 0,45 0,00 LOC_0Os05g01970.5 1,00E-135 protein NAD dependent epimerase/dehydratase family protein
Contig15066_at 1,26 -2,84 -0,25 0,32 LOC_0s05g03190.1 2,00E-76 protein IQ calmodulin-binding motif domain containing protein
Contig8711_at 1,31 -291 -0,33 0,21 LOC_0s09g26660.1 0.0 protein ferric reductase

Contig19917_at 1,63 -0,80 1,78 0,85

Contig186_x_at -1,85 -1,12 1,45 1,08 LOC_Os04g34240.1 2,00E-71 protein histone H3

Contig615_at 096 -256 0,02 -0,08 LOC_0s02g09750.1  1,00E-135 protein lycopene beta cyclase, chloroplast precursor
HVSMEh0083016r2_s_at 09 -2,72 -0,15 0,28 LOC_0Os01g55830.1 2,00E-96 protein glutathione S-transferase

Contig4344_at -1,58 -1,27 1,30 1,01 LOC_Os08g31810.3  1,00E-102 protein RNA recognition motif containing protein
Contig3966_at 0,86 -3,10 -0,53 0,53 LOC_0Os01g70190.1 0.0 protein exostosin family domain containing protein
Contig9761_at 0,46 -2,64 -0,07 0,15 LOC_0Os01g72340.1 0.0 protein beta-galactosidase

Contig10595_at -0,48 -2,03 0,54 1,32 LOC_0s09g28300.2  1,00E-158 protein remorin C-terminal domain containing protein
HIO5D03u_at 0,01 -255 0,02 0,01 LOC_0s02g47030.1 2,00E-33 protein expressed protein

Contig12711_at 1,30 -2,73 -0,17 0,19 LOC_0s01g48220.1  1,00E-150 protein protein of unknown function DUF1421 domain containing protein
EBem05_SQ001_G16_at  -1,10 -1,06 151 1,25

HF21B24r_s_at -1,06 -1,31 1,25 1,03 LOC_Os10g40050.1 6,00E-72 protein tetratricopeptide repeat domain containing protein
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Contig239_s_at -1,25 -1,14 1,42 1,14 LOC_0s03g17100.1 2,00E-60 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig16713_at -1,02 -1,00 1,56 0,98 LOC_0s12g03960.1 1,00E-102 protein dehydrogenase-phosphopantetheinyltransferase
Contig3821_s_at -0,77 -181 0,75 0,59 LOC_0s03g22730.1 0.0 protein nucleolar protein NOP5-1, putative

HV12H04u_at -2,25 -1,33 1,22 161

Contig11977_at 0,01 -257 -0,01 0,32 LOC_0s06g12220.1 2,00E-94 protein HVA22

Contig4618_at 0,71 -286 -0,31 0,31 LOC_Os01g05670.1  1,00E-175 protein 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase
Contig6782_at 399 -283 -0,28 0,21 LOC_0s05g48900.1 2,00E-95 protein fasciclin domain containing protein

Contigd194_at -0,79 -1,59 0,96 2,06 LOC_0Os11g39990.1 0.0 protein patatin

EBem09_SQ004_H15 x_at -0,79 -2,23 0,31 0,93

Contig16557_at 0,47 -2,42 0,13 -0,13 LOC_0s06g27800.2 7,00E-69 protein tm-1GCR237 protein

Contig11447_at -1,53 -1,23 1,31 1,05 LOC_Os04g44210.1 6,00E-53 protein expressed protein

Contig18674_at -0,13 -2,44 0,10 0,38

Contig22271_at -1,79 -1,15 1,40 1,06 LOC_0s09g24220.1 1,00E-32 protein MSH-like DNA mismatch repair protein, putative
Contig21874_at -0,83 -1,22 1,32 0,92 LOC_0s02g34570.2 6,00E-39 protein exosome complex exonuclease
Contig15736_s_at 1,13 -3,18 -0,64 0,51 LOC_0s02g56200.2 2,00E-21 protein ELMO/CED-12 family protein

Contig7966_at -0,15 -2,39 0,15 0,20

Contig15179_at 0,49 -2,82 -0,27 0,24 LOC_0s08g17870.1 3,00E-97 protein reticulon domain containing protein

HX10003r_at 2,95 -2,06 0,48 -0,29 LOC_0s03g57880.3 2,00E-54 protein glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor
Contig23673_at -0,56 -1,91 0,62 0,98

Contig8056_at 0,62 -236 0,18 -0,10 LOC_0s02g52720.1 4,00E-51 protein peroxisomal multifunctional enzyme type 2, putative
Contig17296_at -0,53 -1,99 0555 1,10 LOC_Os09g39740.4 2,00E-73  protein ACT domain containing protein

Contig17954_at -0,03 -2,46 0,08 2,24 LOC_0s01g49380.1 2,00E-74 protein lipase

Contig4755_at 1,98 539 -2,86 3,59 LOC_0s01g10490.1 9,00E-90 protein keratin, type | cytoskeletal 9

Contig15802_at -0,64 -158 0,96 0,53 LOC_0s11g47320.2 9,00E-68 protein protein transporter

rbaal24b05_s_at -2,20 -1,07 1,46 1,08 LOC_Os04g42784.1 1,00E-72 protein DNA mismatch repair protein

Contig26142_at 41,14 -1,50 1,03 1,25

HWO07A15u_at -1,91 -1,28 1,25 1,72 LOC_Os06g13020.2 2,00E-10 protein DNA polymerase lambda

Contig14945_at -3,70 -0,40 2,13 0,27 LOC_0s03g54000.2 1,00E-80 protein oligopeptide transporter

Contig10866_at -0,99 -1,49 1,05 0,83 LOC_0Os07g10350.1 0.0 protein S1 RNA binding domain containing protein
Contig5234_at -056 -1,89 064 0,88 LOC_Os03g22380.1  1,00E-141 protein RNA recognition motif containing protein
Contig10445_at 0,07 -254 -0,01 1,29 LOC_0s03g10800.3 1,00E-120 protein BTBN4

Contig12760_s_at 0,53 -258 -0,05 0,06 LOC_Os05g32140.1  1,00E-121 protein NAD dependent epimerase/dehydratase family protein
Contig11774_at -156 -1,22 1,31 1,21 LOC_Os05g39850.1 0.0 protein MCM3

Contig12468_at -0,92 -1,65 0,88 0,91 LOC_Os08g04270.3 3,00E-68 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig21107_at -0,30 -1,78 0,74 0,30 LOC_0s02g03090.1 1,00E-75 protein expressed protein

Contig8437_at 0,60 -2,28 0,24 -0,27 LOC_0s01g69950.1 2,00E-81 protein ribosomal protein L27

Contig10341_at -0,66 -1,94 0,59 1,29 LOC_0s01g01390.4 0.0 protein expressed protein

Contig3626_s_at 3,04 -299 -0,47 0,30 LOC_0s05g51420.2 1,00E-147 protein hypersensitive-induced response protein
Contig13842_at 0,08 -255 -0,02 0,25 LOC_0s02g30900.1 3,00E-51 protein protein kinase domain containing protein
Contig11745_at -1,34 -1,05 1,47 1,53 LOC_0Os02g50640.1 0.0 protein HEAT repeat family protein

Contig12713_at -0,08 -2,33 0,19 0,27 LOC_Os05g04220.1 2,00E-67 protein nitrogen regulatory protein P-Il

Contig10271_at 0,18 -2,73 -0,21 0,22 LOC_0s02g18450.1 1,00E-84 protein GTP-binding protein typA/bipA

Contig17611_at -0,99 -1,44 1,08 0,94 LOC_Os03g12450.1  1,00E-100 protein nucleoporin

Contig8650_at -1,65 -1,09 1,42 1,13 LOC_Os06g03910.1 6,00E-43  protein hydrolase, NUDIX family, domain containing protein
Contig5277_s_at -2,78 -1,25 1,26 3,21 LOC_Os10g42610.1 3,00E-58 protein expressed protein

Contig11061_at -0,77 -1,47 1,04 0,62 LOC_Os10g30640.1 1,00E-128 protein translin

Contig20809_at -0,74 -1,26 1,25 0,75 LOC_0s01g71960.1 7,00E-90 protein endonuclease

Contig13686_at 2,46 -2,38 0,13 -0,17 LOC_Os07g40890.1 8,00E-25 protein igA FC receptor precursor

Contig19663_at 0,49 -2551 0,00 0,01 LOC_0Os10g30600.2 5,00E-51 protein tyrosine protein kinase domain containing protein
Contig12129_at 0,74 -349 -0,98 1,39 LOC_0s06g48650.3 0.0 protein OsSub52 - Putative Subtilisin homologue
Contig13222_at -1,53 -1,20 1,30 1,47 LOC_0s02g42230.1 1,00E-93 protein RPA2B - Putative single-stranded DNA binding complex subunit 2
Contig8600_at -026 -2,21 0,30 0,66 LOC_0s01g25386.1 0.0 protein multidrug resistance-associated protein
HVSMEa0015E21r2_at -1,37 -1,12 1,39 293

Contig4238_at 1,30 -2,69 -0,19 0,20 LOC_Os01g43090.1 1,00E-175 protein oxidoreductase, aldo/keto reductase family protein
Contig3520_at 1,30 -2,51 -0,01 0,00 LOC_Os06g15990.1 0.0 protein aldehyde dehydrogenase

Contig24970_at -2,60 -1,24 1,26 1,03 LOC_0Os09g26999.1 5,00E-11 protein keratin-associated protein 5-4

HVO5NO08u_at -0,27 -2,02 048 0,61 LOC_Os01g44310.2 1,00E-49 protein dnaJ domain containing protein

Contig9122_at 0,53 -2,76 -0,25 0,24 LOC_0s01g07370.2 1,00E-136 protein KIP1

Contig15448_at -0,72 -1,88 0,62 0,98 LOC_0s01g42260.1 0.0 protein transcriptional corepressor LEUNIG
Contig14705_at -0,59 -1,23 1,27 0,58 LOC_0s12g40190.1 1,00E-173 protein G-protein alpha subunit

Contig204_s_at -1,18 -1,20 1,30 1,10 LOC_0s04g34240.1 8,00E-71 protein histone H3

Contig7916_at 507 -295 -045 0,08 LOC_0s07g01660.1 1,00E-66 protein dirigent

Contig7811_s_at 314 -330 -0,81 0,82 LOC_0s01g73580.1 0.0 protein glycosyl hydrolases

Contig23781_at -0,72 -1,16 1,33 0,71

EBro04_SQ002_I16_s_at 1,64 -343 -094 0,79 LOC_Os01g46926.1 9,00E-84 protein ubiquitin-conjugating enzyme

Contig17298_at -0,98 -1,49 1,00 1,03 LOC_Os01g01780.1 3,00E-64 protein exostosin family protein

Contig487_s_at 042 -1,91 058 0,97 LOC_Os08g09350.1 0.0 protein gar2

Contig16959_at -0,86 -1,00 1,49 0,96 LOC_0s02g38680.1 0.0 protein EMB2423, putative

rbaal36n07_at -1,60 -1,33 1,16 1,15 LOC_Os04g39410.1 2,00E-49 protein pentatricopeptide

Contig16987_at -0,16 -2,44 0,05 0,13 LOC_Os11g36440.1 0.0 protein amine oxidase, flavin-containing, domain containing protein
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Contig20382_at 0,64 -2,63 -0,15 0,13 LOC_0s04g10380.1 3,00E-24 protein glycine-rich protein

Contig15343_at -0,71 -1,42 1,06 0,64 LOC_Os06g40740.1 6,00E-79 protein expressed protein

Contig12321_at -4,17 -1,07 1,41 1,72 LOC_Os05g38040.4 8,00E-17 protein expressed protein

HF17J23r_at -1,15 -1,64 0,84 0,92 LOC_Os08g37810.1 2,00E-24 protein transcription factor like protein
EBpi07_SQ002_014_at -0,07 -2,30 0,18 0,18 LOC_Os03g15910.1 7,00E-05 protein membrane protein

Contig16509_at -1,67 -1,26 1,22 1,11 LOC_Os01g66500.1 1,00E-154 protein phosphoribosylformylglycinamidine synthase
Contigl7516_at -0,04 -2,41 0,07 0,12 LOC_0s08g16580.1 3,00E-24 protein Cf2/Cf5 disease resistance protein

Contig14860_at -2,63 -1,11 137 1,15 LOC_Os059g19270.1 0.0 protein MSH-like DNA mismatch repair protein
Contig4830_at 1,64 -2,07 040 -0,40 LOC_Os11g08300.1 0.0 protein aldehyde dehydrogenase

Contig8654_at -1,35 -1,29 1,19 1,09 LOC_0s01g27040.1 0.0 protein chromatin-remodeling complex ATPase chain
Contig657_s_at 41,43 -1,19 1,28 1,14 LOC_Os04g34240.1  1,00E-71 protein histone H3

Contig22652_at 055 -1,86 061 0,76

Contig125_at -0,30 -2,038 044 0,99 LOC_0Os01g11240.1 4,00E-69 protein DUF538 domain containing protein

Contig3250_at 0,08 -246 0,01 0,01 LOC_0s09914670.1 0.0 protein phosphoenolpyruvate carboxylase

Contig338_at -1,70 -1,16 1,31 1,12 LOC_Os04g34240.1 1,00E-71 protein histone H3

Contig2059_s_at -1,01 -1,29 1,17 3,56 LOC_Os06g04950.1 1,00E-48 protein early nodulin 93 ENOD93 protein
HVSMEa0012N07r2_at 0,09 -242 0,06 0,05 LOC_0s01g05080.1 2,00E-53 protein thylakoid lumenal protein

Contig22799_at -0,85 -1,64 082 0,90 LOC_Os01g42260.2 6,00E-41 protein transcriptional corepressor LEUNIG
Contig6032_s_at -1,03 -1,19 1,28 0,96 LOC_0s09g28050.1 0.0 protein asparate aminotransferase

Contig19784_at -0,86 -1,70 0,77 1,96 LOC_0s12g41180.1 1,00E-123 protein LSTK-1-like kinase

HZ40B21r_s_at 1,46 -2,03 0,43 -0,30 LOC_Os06g49490.1 3,00E-55 protein ZOS6-10 - C2H2 zinc finger protein

Contig11632_at -0,66 -1,71 0,75 1,54 LOC_Os09g17770.1 1,00E-104 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
EBma03_SQ003_P07_at -394 -0,75 1,71 044

Contig13408_at 2,48 -399 -153 1,19

Contig10803_s_at 0,36 -2,68 -0,23 0,57 LOC_0s07g09800.1 2,00E-91 protein expressed protein

Contig15094_at -0,28 -2,09 0,37 0,23 LOC_0s07g31720.1 2,00E-70 protein GTPase activating protein

HA22CO01r_s_at -1,16 -1,01 1,44 0,90 LOC_0Os04g34240.1 2,00E-70 protein histone H3

Contig7790_at -1,12 -1,52 0,94 1,06 LOC_0s029g10810.1 2,00E-60 protein protein of unknown function domain containing protein
Contig8055_at 0,12 -245 0,00 0,06 LOC_0Os05g41810.1 0.0 protein OsDegp8 - Putative Deg protease homologue
Contig1394_at -0,38 -2,01 044 0,40 LOC_0Os11g06390.6 0.0 protein actin

Contig15033_at -0,26 -2,18 0,26 0,31 LOC_Os03g50390.1 0.0 protein AGC_AGC_other_GWLd.2

Contig10142_at 4,24 -136 1,08 -1,01 LOC_Os04g14150.1 1,00E-99 protein dehydration response related protein
Contig1132_s_at -0,98 -1,41 1,03 0,93 LOC_0s01g05900.1 5,00E-60 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein, putative
HVSMEQ0005019r2_at -4,23 -0,30 214 033

Contig19634_at 1,32 -3,89 -1,45 1,33 LOC_0s12g37840.1 1,00E-92 protein boron transporter protein

Contig7080_at 6,35 -1,19 1,25 1,81 LOC_Os07g44499.1 1,00E-87 protein peroxidase

Contig9813_at 3,07 -341 -097 0,61 LOC_0s02g52040.1 1,00E-54 protein phosphate-induced protein 1 conserved region domain
Contigl6757_at 375 -310 -0,65 0,78 LOC_0s05g38720.1 2,00E-68 protein Lung seven transmembrane receptor domain containing protein
Contig23204_at -0,99 -0,97 1,47 0,77 LOC_Os05g33030.1 1,00E-34 protein kinesin motor domain containing protein
Contig6099_at -1,00 -1,45 0,99 0,81 LOC_0s02g56130.1 1,00E-142 protein PCNA - Putative DNA replicative polymerase clamp
Contig1972_at 011 -253 -010 052

Contig15069_at -1,06 -1,41 1,02 0,97 LOC_0s12g08810.1 7,00E-85 protein VTC2

Contig13407_s_at 2,97 -468 -2,25 166 LOC_Os01g11710.1 2,00E-71 protein GDSL-like lipase/acylhydrolase

Contig16917_at -0,58 -1,91 052 0,60 LOC_0s01g03020.1 2,00E-92 protein tRNA synthetase class |

Contig23306_at -0,89 -158 0,85 1,63 LOC_0s03g28330.5 1,00E-137 protein sucrose synthase

Contig12185_at -1,95 -054 1,89 059 LOC_Os029g18690.1 8,00E-52 protein BURP domain containing protein

Contig2784_at 1,15 -2,59 -0,16 0,19 LOC_Os05g11780.1 1,00E-160 protein mitochondrial carrier protein

Contig6542_at 1,42 -230 0,13 -0,17 LOC_0s01g27750.1 0.0 protein bifunctional 3-dehydroquinate dehydratase/shikimate dehydrogenase
Contig11350_at -0,50 -1,88 0,55 0,53 LOC_Os05g13520.1 0.0 protein white-brown complex homolog protein 12
Contig59_x_at 2,14 -0,98 145 0,80

Contig8679_at -0,64 -1,87 056 0,71 LOC_0s09g12290.1 1,00E-108 protein bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase
Contig10531_at -0,06 -1,96 0,47 0,06 LOC_Os03g63860.1 4,00E-92 protein DANA2

Contig9504_at 0,31 -256 -0,14 0,00 LOC_0s10g35520.1 1,00E-156 protein hydrolase, alpha/beta fold family domain containing protein
EBro07_SQ003_K04_s_at -1,77 -1,32 1,11 1,74

Contig9861_at 0,67 -2,44 -0,02 0,06 LOC_0s08g23140.1 1,00E-85 protein expressed protein

Contig13758_at -3,29 -0,81 161 0,74 LOC_Os03g11400.2  1,00E-131 protein targeting protein-related

HVSMEIO003N16r2_at -0,55 -1,71 0,72 0,55 LOC_0Os01g43380.1 5,00E-57 protein glycosyltransferase family protein 1
Contig2792_s_at -1,49 -1,10 1,32 2,13 LOC_0s12g43490.1 1,00E-101 protein thaumatin

Contig1643_s_at -0,33 -2,13 0,29 0,38 LOC_Os05g49800.1 0.0 protein ketol-acid reductoisomerase, chloroplast precursor
HDO3DO6r_at -1,89 -1,04 1,38 0,99 LOC_Os08g44015.1 9,00E-18 protein growth regulator related protein

Contig7650_at 8,26 -301 -059 0,26 LOC_0Os07g37850.1 1,00E-37 protein expressed protein

HAO7j03r_at -1,84 -024 218 0,12

Contig12871_at -0,74 -1,63 0,78 1,27 LOC_Os029g35690.1 1,00E-163 protein transcription factor like protein

Contig11158_at -1,17 -1,20 1,21 1,63 LOC_0Os09g33860.1 1,00E-174 protein protein kinase

Contig17698_at -096 -1,16 1,25 0,83 LOC_0s06g12590.1 3,00E-36 protein protein kinase

Contig23874_at 0,76 -2,18 0,23 0,00 LOC_0s05g08930.1 9,00E-59 protein chloroplast lumen common family protein
Contig15129_at 0,00 -1,80 0,61 -0,01 LOC_0Os06g39690.1 1,00E-172 protein SOUL heme-binding protein

Contig3449_s_at 1,72 -3,11 -0,70 0,63 LOC_0Os01g53730.1 1,00E-50 protein expressed protein

Contig10389_at -0,23 -2,02 0,39 0,22 LOC_0s09g33480.1 2,00E-52 protein DAG protein, chloroplast precursor

Contig7187_at 1,82 -3,08 -0,67 0,65 LOC_0s03g49500.2 0.0 protein ethylene receptor
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Contig4682_at -0,41 -1,87 054 1,11 LOC_0s12g12360.1 0.0 protein transposon protein, putative, Mutator sub-class
Contig12966_at 0,08 -202 0,38 -0,15 LOC_0s02g02520.1 1,00E-154 protein expressed protein

HVSMEa0006L09r2_s_at -0,42 -1,96 044 1,99 LOC_0s03g61990.5 1,00E-91 protein glycine-rich RNA-binding protein 7
Contig24791_at -0,75 -165 0,75 0,75 LOC_0Os04g51280.1 3,00E-83 protein DAG protein, chloroplast precursor
Contig6068_at -1,42 -1,30 1,10 1,09 LOC_Os08g33390.1 0.0 protein Regulator of chromosome condensation domain containing protein
Contig742_at -0,46 -1,95 045 0,84 LOC_0s08g09350.1 0.0 protein gar2

Contig11577_at -2,62 -064 1,76 0,63 LOC_0s01g54420.1 0.0 protein dynamin family protein

Contig14427_at -4,24 -165 0,74 0,69 LOC_Os06g35650.1  1,00E-153 protein reticuline oxidase-like protein precursor
HS07005u_s_at -0,81 -1,25 1,15 0,76 LOC_0s09g28050.1 0.0 protein asparate aminotransferase

Contig11223_at 1,32 -2,73 -0,34 0,23 LOC_Os03g40930.1  1,00E-123 protein expressed protein

Contig2155_at 1,08 -239 0,01 -0,03 LOC_0Os07g37250.1  1,00E-138 nprotein THYLAKOID FORMATIONLI, chloroplast precursor
Contig11582_at -0,23 -215 0,24 0,13 LOC_0s02g50760.2 0.0 protein heat shock protein DnaJ

Contig15041_at -3,25 -0,96 1,44 0,95 LOC_0s03g59480.1 6,00E-66 protein expressed protein

Contig15223_at -0,58 -1,75 0,64 0,48 LOC_Os11g04180.1 1,00E-166 protein dual specificity protein phosphatase
Contig13285_at 0,77 -274 -0,35 0,13 LOC_Os01g07410.1  1,00E-109 protein growth regulator related protein

Contig2255_at 1,28 -3,76 -1,36 1,08 LOC_0s09926420.5 7,00E-89 protein AP2 domain containing protein

Contig19188_at -5,13 0,21 2,60 -0,17 LOC_0s09g02160.1 1,00E-06 protein DEFLA47 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contigl7771_at -1,65 -1,17 1,22 1,11 LOC_0Os059g01440.1  1,00E-101 protein phosphoribosylformylglycinamidine synthase
Contig8788_at -0,81 -1,65 0,74 0,77 LOC_Os03g14280.1  1,00E-101 protein ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
Contig16267_at 025 -195 045 -0,23 LOC_Os02g37050.1  1,00E-177 protein phosphatidylinositolglycan class N family protein
Contig19812_at 0,70 0,76 1,63 0,49 LOC_0s07g37010.1  1,00E-50 protein cyclin

Contig2294_at 0,17 -2,55 -0,17 0,18 LOC_0s01g14860.3 0.0 protein CGMC_GSK.1 - CGMC includes CDA, MAPK, GSK3, and CLKC kinases
Contig18379_at -0,65 -1,73 0,65 0,63 LOC_0Os05g44786.1 2,00E-31 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig13112_at -0,43 -1,98 0,40 0,44 LOC_Os04g39060.2 9,00E-77 protein CRS1/YhbY domain containing protein
Contig20409_at -2,20 -091 1,47 0,84 LOC_Os08g44420.1  1,00E-149 protein kinesin-related protein

HWO09A02u_at -0,01 -228 0,10 1,23

HU02C06u_at 0,18 -253 -0,15 0,38 LOC_0s02g18450.1 1,00E-88 protein GTP-binding protein typA/bipA

Contig22834_at -0,70 -153 0,85 0,72 LOC_0s12g35350.2 2,00E-07 protein kelch repeat protein

Contig9422_at 0,80 -288 -051 0,55 LOC_Os01g07870.1 1,00E-141 protein ABC transporter family protein

HWO08F07V_s_at 0,09 -236 0,01 001 LOC_0s09g14670.1 0.0 protein phosphoenolpyruvate carboxylase
Contig10878_at -1,22 -0,92 1,46 0,92 LOC_0s05g43560.1 0.0 protein AGAP007115-PA

Contig13590_at 0,90 -328 -0,90 1,65 LOC_0s03g43930.2 2,00E-68 protein START domain containing protein
Contig10834_s_at -1,31 -0,73 1,64 0,75 LOC_Os06g50360.1  1,00E-160 protein pseudouridine synthase family protein
Contig21045_at -2,06 -1,11 1,27 0,93 LOC_0s01g63950.1 1,00E-92 protein expressed protein

Contig7219_at -0,02 -2,22 0,15 0,00

Contig20486_at -0,58 -165 0,72 0,59 LOC_0Os07g46710.3 8,00E-31 protein expressed protein

Contig12383_at -1,50 -0,88 1,49 0,82 LOC_0s02g39390.2 2,00E-66 protein expressed protein

Contig26499_at 0,50 -2,31 0,06 -0,05

HVSMEQ0017N16r2_at -0,20 -2,03 0,33 0,51 LOC_0s07g01940.1 2,00E-85 protein sister chromatid cohesion 2

Contigl54_at -1,37 098 1,39 0,74 LOC_0s12g34510.1 1,00E-56 protein Core histone H2A/H2B/H3/H4 domain containing protein
Contig8747_at -1,08 -1,30 1,07 1,17 LOC_0Os03g56800.1 0.0 protein CBS domain containing membrane protein
Contig15219_at 053 -292 -056 0,82 LOC_0s05g06320.3 1,00E-124 protein ethylene receptor

Contig18212_at -0,67 -1,41 095 0,99 LOC_0s08g24390.1 2,00E-55 protein expressed protein

Contig19984_at 0,02 -232 0,04 0,01 LOC_0Os079g38060.1 2,00E-96 protein expressed protein

Contig5623_at -0,18 -1,94 042 0,15 LOC_0s02g53330.2 0.0 protein 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase
Contig11738_at 0,04 -236 0,00 0,20 LOC_Os08g15278.1 1,00E-69 protein chloroplast 30S ribosomal protein S8, putative
Contig12304_at -1,44 096 1,40 1,01 LOC_0s09g17850.1 0.0 protein acetyltransferase type B catalytic subunit
Contig12469_at 251 -293 -057 0,74 LOC_0s03g08940.1 7,00E-41 protein conserved hypothetical protein

Contig5065_at -2,10 -0,89 1,47 0,85 LOC_0s02g40514.2 7,00E-30 protein h/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3
Contig12726_at -1,31 -1,02 1,34 1,03 LOC_Os01g64820.1  1,00E-178 protein POLAL - Putative DNA polymerase alpha catalytic subunit
Contigl781_s_at -1,52 -1,04 1,31 0,81 LOC_0s03g58470.1 4,00E-58 protein retrotransposon protein, putative, Ty3-gypsy subclass
Contig599_at -045 -1,79 057 1,26 LOC_0Os06g37020.1 8,00E-16 protein expressed protein

Contig6270_at -0,22 -196 0,39 0,23 LOC_0s03g08270.6 0.0 protein ataxin-2 C-terminal region family protein
Contig835_s_at 520 -2,37 -0,02 0,00 LOC_0s02g37030.1 1,00E-119 protein protein binding protein

Contig2756_at 1,16 -254 -0,19 0,17 LOC_0s01¢53520.1 1,00E-113 protein reticulon domain containing protein
Contig20680_at 039 -205 030 0,85

Contig20032_at -1,63 -0,94 1,41 0,92 LOC_0Os04g43230.1 3,00E-14 protein expressed protein

Contig9584_at -0,43 -1,84 051 0,44 LOC_0s03g61600.1  1,00E-172 protein phosphoribosylformylglycinamidine synthase
Contigl52_at 529 -1,89 046 0,00 LOC_0s10g05970.1 2,00E-64 protein POEI12 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein precursor
Contig12090_at -0,57 -155 0,80 0,51 LOC_0s03g19930.3 1,00E-160 protein adenylosuccinate lyase
EBpi01_SQ005_J09_s_at -0,69 -164 0,71 0,39 LOC_0s099g37860.1 4,00E-90 protein NOL1/NOP2/sun family protein

Contig971_at -1,53 -1,02 1,33 1,04 LOC_0s04g34240.1 1,00E-70 protein histone H3

Contig318_at 1,22 -2,33 0,02 -0,01 LOC_0Os03g58630.1 1,00E-51 protein thioredoxin

Contig9412_s_at -1,11 -1,23 1,11 0,99 LOC_0s03g05806.1 1,00E-123 protein pseudouridine synthase family protein
Contig9927_s_at -1,59 -1,19 1,15 0,90 LOC_0s02g02390.1 0.0 protein S1 RNA binding domain containing protein
HA28NO02r_s_at -0,88 -0,74 1,60 0,83 LOC_0s06g44310.1 1,00E-139 protein tetraspanin family protein

Contig8891_at 0,30 -2,64 -0,29 0,76 LOC_0s03g06510.1 0.0 protein KIP1

Contig17102_at 095 -1,12 1,22 214 LOC_0s03g38800.1 1,00E-122 protein AAA family ATPase

Contig10878_s_at -1,44 -103 1,31 0,87 LOC_0s05g43560.1 0.0 protein AGAP007115-PA

Contig11904_at 4,68 -2,97 -0,63 0,97 LOC_0s03g55800.1 1,00E-137 protein cytochrome P450
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Contig9570_s_at -0,33 -1,98 0,35 0,59 LOC_Os05g49610.1  1,00E-180 protein ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, family 1
Contig20154_at 0,84 -234 -0,01 0,01 LOC_0s129g29580.2 1,00E-34 protein AGC_PVPK_like_kin82y.19

Contig1512_at -0,32 -2,06 0,27 0,40 LOC_Os01g18050.1 0.0 protein tubulin/FtsZ domain containing protein
Contig14819_at -1,67 -1,13 1,21 1,11 LOC_0s12g37400.2 1,00E-150 protein MCM7

HVSMEmMO0021J24r2_s_at -0,39 -1,96 0,37 0,77 LOC_Os11g10060.1 1,00E-145 protein transcriptional corepressor SEUSS, putative
Contig21046_at -0,92 -1,28 1,05 0,97 LOC_Os05g45760.1 3,00E-18 protein EMB1796

Contig124_at -2,62 -1,15 1,18 1,16 LOC_Os11g05730.1 2,00E-70 protein histone H3

Contig20148_s_at -0,77 -061 1,72 0,79

Contig3057_at 0,30 -2,23 0,09 -0,19 LOC_0Os04932030.1 1,00E-157 protein heawy metal-associated domain containing protein
Contig10982_at -1,27 -1,02 1,31 0,81 LOC_Os01g67160.1  1,00E-157 protein cyclin-dependent kinase B1-1

Contig3057_s_at 0,27 -2,25 0,07 0,00 LOC_0Os04g32030.1 1,00E-157 protein heawy metal-associated domain containing protein
Contigd741_s_at 2,33 -2,78 -0,46 0,25 LOC_Os06g43860.2  1,00E-120 protein homeobox protein knotted-1

Contig11563_at -0,87 -1,23 1,09 0,90 LOC_Os06g44230.1  1,00E-121 protein DNA-directed RNA polymerase 3A, chloroplast precursor
Contig13763_at -1,15 -1,32 1,00 0,99 LOC_Os06g12100.1 1,00E-62 protein MTERF family protein

Contig13378_at 0,00 -1,82 0,50 2,48 LOC_0s01g54010.1 4,00E-92 protein peptidase

Contig19110_at -3,563 -3,26 4,06 8,23 LOC_0s03g19600.2 1,00E-29 protein retrotransposon protein, putative, unclassified
Contig4844_s_at -3,75 -2,64 287 6,42 LOC_0s03g10110.1 2,00E-37 protein cupin domain containing protein

Contig13769_at -2,37 -3,75 2,16 5,12 LOC_Os04g39110.1 3,00E-42 protein gibberellin-regulated protein 1 precursor
Contig13064_at -1,96 -3,54 2,57 515 LOC_0s01g52680.1 3,00E-95 protein OSMADS32 - MADS-box family gene with MIKCc type-box
Contig3256_s_at 0,63 -980 -0,77 1,70 LOC_0Os01g14850.1 1,00E-34 protein MFS18 protein precursor

Contig14015_s_at -1,69 -1,54 505 1,58 LOC_0s09g32526.1 4,00E-17 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
Contigd99_x_at 0,68 -053 4,26 0,82

HA03G12r_at -0,95 -0,67 4,33 0,92 LOC_0s09g36900.1 7,00E-09 protein WD domain, G-beta repeat domain containing protein
Contig18194_at -2,10 -1,75 5,28 1,96 LOC_0s02g56870.1 5,00E-12 protein DEFL38 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig25195_at -0,18 0,09 3,27 -0,03 LOC_Os05933130.1  1,00E-147 protein CHIT17 - Chitinase family protein precursor
Contig15118_at -0,07 0,03 3,12 -0,03 LOC_Os06g11840.1  1,00E-126 protein trehalose phosphatase

Contig77_s_at -0,85 -0,55 3,78 0,71 LOC_0Os02g15710.1 5,00E-39 protein plastocyanin-like domain containing protein, putative
Contig21899_at -1,34 -1,03 439 1,32

Contig22760_at 0,26 -1,38 2,76 -0,13 LOC_0s01g62990.1 3,00E-84 protein ATROPGEF7/ROPGEF7

Contig20866_at -1,65 -1,51 4,65 1,77 LOC_0s02g07440.1 1,00E-05 protein DEFL78 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig15886_at -0,13 0,00 2,87 0,01 LOC_0s02g53590.1 2,00E-06 protein DEFL71 - Defensin and Defensin-like DEFL family
Contig14016_at -1,50 -1,24 4,24 1,41 LOC_0s09g32526.1 4,00E-17 protein peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
Contig20000_at -1,36 -1,19 4,00 1,19 LOC_Os11g08285.1 6,00E-06 protein hypothetical protein

Contig15050_at 0,82 -1,49 242 -0,35 LOC_0s04g56930.2  1,00E-100 protein glycosyl hydrolases

Contig11699_at 0,77 059 191 -0,84 LOC_0Os07g07410.2  1,00E-146 protein oxidoreductase, 20G-Fe oxygenase family protein
Contig17248_at -0,52 -0,21 3,07 0,32

Contig20000_s_at -1,82 -1,75 4,76 2,07 LOC_0Os11g08285.1 6,00E-06 protein hypothetical protein

Contig7855_s_at -3,65 -2,33 520 2,54 LOC_0s01g03390.1 5,00E-31 protein BBTI7 - Bowman-Birk type bran trypsin inhibitor precursor
EBes01_SQ004_F23 at 0,66 -044 3,43 0,77

Contig5257_at -1,08 -0,11 2,72 0,12 LOC_Os05g47470.2 9,00E-47 protein VIP1 protein

Contig22186_at -1,49 -1,37 4,26 1,69

Contig7170_at -1,12 -0,70 3,30 0,73 LOC_Os04g46630.1  1,00E-112 protein expansin precursor

Contig5270_x_at 0,33 007 248 -0,07

Contig561_x_at 0,90 -0,75 3,44 0,90

Contig14388_at -0,71 -066 281 0,32

Contig504_x_at -0,78 -0,61 3,84 1,39

HVO5M17u_s_at 0,00 -0,13 221 -0,19 LOC_0Os10g13850.1 2,00E-58 protein POEIL7 - Pollen Ole e | allergen and extensin family protein precursor
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Tabla 26: Listado de los 1.797 genes (Probe set), de los 13 clusteres identificados en

la embriogénesis de la microspora en cebada (Figura 11).

CLUSTER 1

CLUSTER 2

CLUSTER 3

CLUSTER 4

CLUSTER 5

Contig1689_at
Contig15518_s_at
Contig7632_at
Contig2314_at
Contig3259_at
Contig3257_at
Contig1881_s_at
Contig4206_at
Contig5523_s_at
Contig3256_s_at
HS18B10u_s_at
Contig9814_at
Contigl244_s_at
Contig5362_at
Contig4362_at
Contig6704_at
Contig5275_at
Contig12086_at
Contig13334_at
HMO04L20u_at
Contig5492_at
HVSMEg0002D22r2_s_at
Contig3081_at
Contig6218_at
S0000200079C09F1_s_at
Contig12179_at
Contig10393_at
Contig5004_at
Contig10526_at
Contig5655_at
Contig15302_at
Contig4811_s_at
Contig12038_at
Contig3479_at
Contig8226_at
Contig14436_at
Contig8002_at
Contig5523_at
Contig12144_s_at
Contig9763_s_at
Contig3258_at
Contig18852_at
Contig12256_at
Contig5255_at
Contig8508_at
rbags1d23_s_at
Contig1878_at
Contig8978_at
Contig5420_at
Contig10481_at
HVSMEmMO0015M15r2_s_at
Contig6715_at
Contig6864_at

Contig6671_at
Contig9069_at
Contig13888_at
Contig13407_s_at
Contig7650_at
Contigl52_at
HVSMEa0004F18f2_s_at
Contig10874_at
HWO09I11u_s_at
Contig9981_at
Contig5903_s_at
Contig8486_at
Contig19972_at
Contig24666_at
Contig12204_s_at
Contig4806_at
Contig13573_at
Contig9877_at
Contig14020_at
Contig23598_at
basd23g06_s_at
Contig9052_at
Contig25757_at
Contig1314_s_at
HVSMEf0016008r2_s_at
HVSMEbO0007001f_at
Contig2504_at
HVSMEb0003G21r2_s_at
Contig21196_at
HA24C19r_s_at
Contig5754_s_at
Contig959_x_at
Contig6782_at
Contig7916_at
Contig7811_s_at
Contig13408_at
Contig9813_at
Contigl6757_at
Contig835_s_at
Contig11904_at
Contig1225_s_at
Contig2873_s_at
Contig2080_at
Contig10342_at
baak46pl4_s_at
Contig2262_at
Contig13874_at
Contig1899_at
Contig12417_at
Contig2263_s_at
HVSMEf0007E14r2_s_at
Contig15472_at
Contig8700_s_at
Contig3171_at
Contig717_x_at
Contig5885_at
Contig2528_x_at
Contig9809_at
Contig6672_s_at
Contig18569_at
Contig12940_at
Contig10928_at
Contig6481_at
Contig8699_at
Contig4386_at
Contig2347_at
Contig11308_at
Contig4986_at
Contig9681_at
Contig24680_at
HVSMEg0016P19f x_at
Contigl79_s_at
Contig5737_s_at
Contig5845_at
Contigd755_at

Contig2766_s_at
Contig4240_s_at
Contig7681_s_at
Contig17136_at
Contig2348_s_at
Contig9579_at
HVSMEQg0016J19r2_s_at
EBma03_SQ003_L08_at
Contig7510_at
Contig5704_at
Contig7327_at
HVSMEC0011A03f_at
HV_CEb0020D05r2_s_at
Contig10514_at

Contig15041_at
Contig8770_at
Contig20681_at
Contig14945_at
EBma03_SQ003_P07_at
HVSMEQ0005019r2_at
Contig13758_at
Contig14427_at
Contig19188_at
EBma05_SQ002_M06_at
Contigl75_x_at
Contigl75_at
HVSMEN0017G01f s_at
HS09021u_at
Contig5784_s_at
Contig19848_at
HVSMEN0012L05r2_at
Contig12321_at
Contig1641_at
Contigl724_s_at
Contig1166_s_at
Contig1741_at
Contig26328_at
Contig16273_at
HU03G20u_at
HVSMEf0015P21r2_s_at
Contig6309_at
Contig26531_at
Contig14567_at
HVSMEh0081C04r2_s_at
Contig2803_at
Contig7080_at
Contig21477_at
Contig4633_at
Contig7684_at
Contig1739_s_at
Contig4633_x_at
Contig393_at
Contig20510_at
Contig4952_s_at
Contig18750_at
EBro08_SQ007_K24_at
HA10F18u_at
Contig17318_at
S0000700025G01F1_s_at
Contig13240_s_at
Contig14510_at

EBpi01_SQ002_017_at
Contig19958_at
Contig3597_at
Contig25269_at
Contig3480_at
Contig21354_at
Contig13727_at
Contig15557_at
Contig4507_at
Contig19162_at
HKOBNO2r_s_at
Contig11431_at
Contig11232_at
HS17D15r_s_at
Contig4058_s_at
Contig6278_at
Contig22399_at
Contig13708_s_at
Contig19785_at
Contig5348_s_at
HA28D17r_s_at
Contig8349_at
HA09g16r_at
Contig2587_at
Contig12818_at
HB30P16r_at
Contig11592_x_at
Contig14073_at
Contig17901_at
Contig11594_at
Contig7855_s_at
HA03CO08u_at
Contig16272_at
Contig14215_at
Contig19970_at
Contig1429_at
Contig19110_at
Contig12979_s_at
EBro03_SQ001_C05_at
Contig11448_at
HVSMEI0013G22r2_at
Contig3693_at
Contig23976_at
Contig12232_at
Contig23211_at
HA27EOQ7r_at
HU12N23u_s_at
Contig26125_at
Contig13817_s_at
Contig775_x_at
Contig14187_at
Contig21737_at
Contig22553_at
Contig17489_at
EBed02_SQ002_017_at
Contig15167_at
Contig18254_at
Contig16695_at
Contig13064_at
Contig3735_at
Contig12924_at
Contig13769_at
Contig17447_at
Contig9939_at
Contig4844_s_at
Contig10396_at
rbags13f02_at
EBro07_SQ003_G24_s_at
AF109193_at

Contig20858_at
Contig18416_s_at
Contig25313_at
HVSMEDO002N13r2_at
Contig19853_at
Contig9976_at
Contig10096_at
Contig23344_at
Contig11825_at
Contig12953_at
Contig18085_at
Contig10939_at
HVSMEmO0012J09r2_at
Contig9255_at
Contig23110_at
Contig13773_at
Contig20306_at
Contig14515_at
Contig16088_at
Contig15376_at
Contig10147_s_at
Contig8243_at
Contig15031_at
Contig12158_at
Contig8459_at
Contig19106_at
Contig17992_at
Contig7509_at
Contig26354_at
Contig10822_at
Contig3512_s_at
Contig11109_at
Contig19828_at
EBem05_SQ004_K20_at
Contig15715_at
Contig7275_at
Contig10074_at
Contig17002_at
Contig15471_at
HVSMECc0015B20r2_at
HY10BO5u_x_at
Contig3514_at
Contig13879_at
Contig17317_at
Contig8986_at
Contig10408_at
Contig12587_at
Contig7834_at
Contig7396_at
Contig10901_at
Contig20404_at
Contig3513_at
Contig5665_at
Contig18518_at
Contig13701_at
Contig10306_s_at
Contig12817_at
Contig2876_at
Contig11923_at
Contig5659_at
Contig16059_at
Contig9621_s_at
Contig15786_at
Contig7499_at
Contig19815_at
Contig7824_at
Contig2500_at
Contig8900_at
Contig5189_at
Contig18064_at
Contig5768_at
Contig21617_at
Contig1510_s_at
Contig18416_at
Contig4497_at
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CLUSTER 6

CLUSTER 7

CLUSTER 8

Contig11710_at
Contig8533_s_at
Contig18015_at
HVSMEg0007124r2_at
Contig12665_at
Contig21339_at
Contig20433_at
HVSMEQO0009NO52_s_at
Contig7404_at
Contig18451_at
Contig14405_at
Contig19521_at
HI04I05u_at
Contig14222_at
Contig4958_at
Contig26412_at
Contig15271_at
Contig14587_s_at
Contig19088_at
Contig16789_at
Contig14656_at
HVSMEaO0011N23r2_at
Contig20832_at
Contig13687_at
Contig19923_at
Contig5253_at
Contig361_s_at
HVSMEI0002L04r2_s_at
rbaall1f18_at
HVSMECc0015C10r2_at
Contig24931_at
Contig4330_at
Contig13424_at
Contig14397_at
HVSMEa0012C22f_at
Contig12060_at
Contig20695_at
Contig14132_at
HVSMEQ0007B23r2_at
Contigl6702_s_at
rbags17d18_s_at
HVSMEIO002P14r2_s_at
Contig10148_at
Contig13384_at
Contig3515_x_at
Contig10067_s_at
Contigd579_s_at
Contig19862_at
Contig481_s_at
Contig2056_at
Contig16427_at
Contig21321_at
Contig13277_at
Contig24078_at
Contig14490_at
Contig9457_at
Contig16099_at
Contig14937_at
Contig13755_at
HUO9HO7u_at
Contig12362_s_at
Contig11702_at
Contig6805_at
Contig4278_at
Contig7469_at
HU13MO08u_at
HA20L20r_at
Contig10274_at
Contig20059_at
EBed01_SQ003_C19_at
Contig16579_at
Contig20744_at
EBes01_SQ004_K24 at
HVSMEbO005M02r2_at
HA31NO1r_at

Contig15634_at
Contig2056_x_at
Contig14691_at
Contig22530_at
HX01F12w_at
Contig9589_at
Contig17813_at
Contig15877_at
Contig24714_at
Contig21348_at
HV06009u_at
Contig9455_at
Contig16606_at
HYO08K16V_s_at
Contig15972_at
Contig6515_at
HS05J08u_s_at
Contig19395_at
HVSMEQ0007005r2_at
Contig12382_at
Contig11270_at
HKOBNO2r_at
HVSMEaO009F12r2_s_at
Contig16389_at
HA14117r_at
Contig21333_at
Contig16868_at
HA24G18r_at
Contig5673_at
HV03G03u_at
Contig18928_at
HV11B08u_at
Contig13776_at
Contig3685_at
Contig22556_at
Contig5839_at
Contig9118_at
Contig24499_at
Contig10583_at
HVSMEg0001123r2_at
Contig24809_at
Contig4869_s_at
Contig12350_at
Contig2975_s_at
Contig5564_s_at
Contig6938_at
rbaall8pl4_at
Contig24418_at
Contig20916_at
Contig14323_at
Contig6154_s_at
Contig23926_at
Contig17093_at
Contig4566_at
Contig6238_s_at
Contig5277_s_at
Contig8293_at
HA26C03r_at
Contig1335_at
HS06A14u_s_at
Contig8258_s_at
Contig3855_at
Contig20783_at
Contigl7749_at
Contig5503_s_at
EBma04_SQ002_G23_at
Contig19336_at
Contig12278_at
Contig24718_at
HX02004u_at
EBem05_SQ002_D05_s_at
Contig19387_at

Contig19759_at
Contig15886_at
Contig5257_at
Contig16415_at
Contig22760_at
Contig25195_at
HVSMEI0011NO7r2_at
Contig15118_at
Contig18187_at
Contig14704_at
Contig5270_x_at
HVO05M17u_s_at
HAO04g14r_at
Contig14016_at
Contig21899_at
Contig25447_at
Contig20000_at
HA03G12r_at
Contig1858_at
Contig499_x_at
HA24118r_at
Contig504_x_at
Contig77_s_at
Contig561_x_at
Contig7170_at
EBes01_SQ004_F23_at
EBro04_SQ004_0O07a_at
Contig21047_at
Contig15279_s_at
Contig14388_at
Contig17248_at
Contig14932_at
Contig4506_at
Contig151_at
Contig14015_s_at
Contig20000_s_at
Contig20866_at
Contig22186_at
Contig18194_at
Contig9239_s_at
Contig15050_at
Contig11699_at
HV14J05u_x_at
Contig23940_at

Contig10264_at
Contig16466_at
Contig18665_at
EBro07_SQ002_G23_s_at
HU11D20u_s_at
HIO5D03u_at
Contig18674_at
Contig7966_at
Contig13842_at
Contig12713_at
Contig16987_at
EBpi07_SQ002_014_at
Contig17516_at
Contig3250_at
HVSMEa0012N07r2_at
Contig1972_at
Contig2294_at
HU02C06u_at
HWO0BFO7V_s_at
Contig7219_at
Contig19984_at
Contig21185_at
Contig10845_at
Contig19872_at
rbags16el2_at
Contig17552_at
Contig18503_at
Contig7480_at
Contig15890_at
Contig23196_at
Contig10976_at
Contig7242_at
Contig11234_at
Contig13178_at
Contig12718_at
Contig5486_at
Contig8652_at
Contig5628_at
Contig20263_at
Contig1459_at
Contig8590_at
Contig8347_at
Contig2456_at
Contig9183_at
Contig8088_at
Contig6732_at
Contig19735_at
Contig11977_at
Contig10271_at
Contig10803_s_at
Contig9504_at
Contig8891_at
Contig3057_s_at
Contig15447_at
Contig18913_at
Contig14258_at
Contig24433_at
Contig14094_at
Contig5708_at
Contig7443_at
Contig16238_at
Contig11363_at
Contig13817_at
HEO1F04u_s_at
Contig10249_at
Contig3853_s_at
Contig15689_at
HS06C20u_s_at
Contig12778_at
Contig13899_at
Contig19361_at
HVSMEIO009B19r2_s_at
Contig23146_at
Contig14799_at
Contig1664_at

Contig8181_at
HV_CEa0018D10f s_at
Contig8724_at
Contig9016_at
Contig22689_at
HVSMEb0017013f_at
Contigl224_s_at
HF18A22r_s_at
Contig8473_s_at
rbags29h17_s_at
Contig2284_at
Contig2458_s_at
HOO04B16S_at
Contig20819_at
Contig3112_at
Contig12261_at
Contig7973_at
Contig12966_at
Contig16267_at
Contig7768_s_at
Contig10699_at
Contig16511_at
Contig7012_at
Contig11633_at
Contig16645_at
HVSMEf0021019r2_s_at
HUO05K13u_s_at
Contig11642_at
Contig4439_at
Contig6085_at
Contig7798_at
HA13EO08r_s_at
Contig23482_at
Contig17360_at
Contig9864_at
Contig16347_s_at
Contig6691_at
Contig9761_at
Contig16557_at
Contig15179_at
Contig12760_s_at
Contig19663_at
Contig26499_at
Contig15219_at
Contig3057_at
rbaallm15_s_at
Contig9437_at
Contig8345_at
Contig9274_at
Contig6875_at
HZ65E19r_at
Contig15840_at
Contig8292_at
Contig14976_at
Contig13522_at
EBro03_SQ004_A01_s_at
Contig12253_at
Contig23889_at
Contig19696_at
Contig4949_at
HT12BO06u_s_at
HVSMEKO0005L21r2_s_at
Contig14078_at
Contig19278_at
Contig14612_at
Contig16878_at
Contig7823_at
Contig12129_at
Contig2155_at
Contig13590_at
Contig10242_at
rbags21b15_at
Contig7643_at
Contig10203_at
Contig16632_at

HVSMEDb0001J09r2_s_at
Contig5709_at
Contig16523_at
Contig13494_at
Contig4592_s_at
Contig5540_at
Contig16437_at
Contig7069_at
Contig2400_at
Contig721_s_at
Contig4811_at
Contig4618_at
Contig8056_at
Contig8437_at
Contig9122_at
Contig20382_at
Contig9861_at
Contig23874_at
Contig15129_at
Contig13285_at
Contig9422_at
Contig20154_at
Contig19722_at
Contig1483_at
Contig5585_s_at
Contig12438_at
Contig15666_at
Contig2594_s_at
Contig10543_at
HV_CEa0012B15f s_at
Contig12805_at
Contig12795_at
Contig7136_at
rbags16i08_s_at
Contig20025_at
Contig19202_at
Contig7721_at
Contig9358_at
Contig1881_at
Contig6416_s_at
HZ59C04r_s_at
Contig2425_s_at
Contig615_at
HVSMEh0083016r2_s_at
Contig3966_at
HVSMEmMO004N19r2_s_at
Contig8436_s_at
Contig8090_at
Contig12303_at
Contig14633_at
Contig8562_at
Contig19089_at
Contig14563_at
Contigl17766_at
Contig9660_at
Contig7850_at
HVSMEmO0003G18r2_s_at
Contig8790_at
Contig3042_at
HVSMEQg0001H24r2_s_at
HV05C10u_s_at
Contig10313_at
Contig2147_at
Contig7851_s_at
Contig26366_at
HV_CEa0015H07r2_s_at
Contig12113_at
Contig7047_at
Contig807_s_at
Contig1943_s_at
rbags18k24_s_at
Contig5422_at
Contig11882_at
Contig8649_at
HUO04L22r_at
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CLUSTER 8

CLUSTER 9

CLUSTER 10

rbags18k24_x_at
Contig4432_at
Contig4215_at
rbags13e05_s_at
Contig6843_at
EBpi01_SQO001_I04_s_at
Contig5813_at
Contig10417_at
Contigd724_at
Contig21170_at
Contig10599_at
Contig5341_at
Contig10952_at
Contig3375_at
HOO02E11S_s_at
Contig3520_at
Contig2784_at
Contig2756_at
Contig318_at
Contig6675_at
HVSMEgQ0006G02r2_s_at
Contig14308_at
HV11HO02u_at
Contig18600_at
Contig17860_at
HVSMEa0005E13r2_s_at
Contig9040_at
HUO5A05u_s_at
Contig4613_at
Contig15736_s_at
HUO5K13u_at
Contig5710_at
rbags22g19_at
Contig6339_s_at
Contig7018_at
Contig5030_at
Contig14649_s_at
Contig8145_at
Contig12856_at
Contig23882_at
Contig14931_at
Contig12372_at

Contig14428_at
Contig902_x_at
Contig15802_at
Contig11350_at
HVSMEIOO03N16r2_at
Contig15223_at
Contig18379_at
Contig20486_at
Contig9584_at
Contig12090_at
EBpi01_SQ005_J09_s_at
Contig3573_s_at
Contig5792_at
HC108C09_SK_at
Contig14429_at
Contig4367_s_at
Contigl7227_at
Contig14251_at
Contig3457_at
Contig119_at
Contig15934_at
Contig8678_at
Contig7946_at
Contig8959_at
Contig11869_at
Contig9936_at
Contig3821_s_at
Contig5234_at
Contig21107_at
HVO5N08u_at
Contig487_s_at
Contig22652_at
Contig125_at
Contig1394_at
Contig16917_at
Contig8679_at
Contig4682_at
Contig24791_at
Contig742_at
Contig8788_at
Contig13112_at
Contig22834_at
Contig5623_at
Contig6270_at
Contig20680_at
Contig9570_s_at
HVSMEmMO0021J24r2_s_at
HU08P15u_s_at
Contig4893_at
HS05D20u_s_at
EBpi01_SQ002_N15_at
Contig14686_at
Contig9650_at
Contig4227_at
Contig6113_at
Contig3756_at
Contig12132_s_at
Contig18640_at
Contig13869_at
Contig6980_at
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Valores de ACT, AACT, 2”*“" y medias de cada r
los genes de sintesis (ZEP2 y AO5a), degradacion (ABA8'OH y BG3), y de los genes

ABI1b, ABI5, FCA, VP1y FUS3 de la linea DH6148 de cebada.
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