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Resumen

Se realiz6 un andlisis transcriptomico mediante RNAseq de tejido radicular del
portainjerto almendro X melocotonero ‘Garnem’ [P. amygdalus x P. persica]. Las
plantas se sometieron a un tratamiento osmotico en solucion PEG6000 en condiciones
controladas (0 h—2 h — 24 h). Tras el analisis en plataforma Illunina de 10 bibliotecas
creadas a partir de raiz de plantas control y tratamiento, se anotaron e identificaron
26.700 genes diferencialmente expresados a las 2 h y a las 24 h involucrados en la
respuesta a sequia. Este estudio proporciona una valiosa informacion de los cambios
transcriptémicos iniciados durante las primeras horas de la sefializacion del estrés en
raices de ‘Garnem’ y sus mecanismos de adaptacion. Asimismo, los resultados
obtenidos seran de gran interés en la seleccion de nuevos patrones Prunus tolerantes
a sequia.

INTRODUCION

Hasta ahora, la informacion molecular en relacion a la respuesta a la sequia en
patrones de Prunus es limitada. Con el fin de elucidar los distintos mecanismos moleculares
clave desencadenados durante las primeras horas de exposicion a la sequia, se llevé a cabo
el analisis transcriptomico mediante RNAseq de raiz del hibrido ‘Garnem’ [P. amygdalus
Batsch x P. persica (L.) Batsch]. En este trabajo se presentan los datos sobre los genes
diferencialmente expresados involucrados en la respuesta a la sequia a las 2 h y las 24 h
tras el inicio del déficit hidrico.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo con 20 plantas de ‘Garnem’: 10 del grupo control
con condiciones hidricas optimas, y 10 plantas a las que se sometié a un tratamiento
osmotico con PEG6000. Las condiciones de estrés fueron controladas mediante el potencial
hidrico foliar (LWP) (Scholander et al., 1964) y la conductancia estomatica (gs) medida
con porometro (Decagon Devices Inc.). Se calcul6 el contenido relativo de agua (RWC)
(Barrs and Weatherley, 1962) y la fuga de electrolitos (EL) (Blum and Ebercon, 1981). A
partir del ARN extraido de muestras de raiz de las plantas control y estresadas tomadas a
las 0, 2 y 24 h, se crearon 10 bibliotecas de ARN que se secuenciaron mediante lllumina
HiSeq™ 2000 con configuracion 100 PE. Las secuencias obtenidas fueron pre-procesadas
realizando un control de calidad, un filtrado y el ensamblaje de novo con el programa
bioinfomatico CLC Bio Genomics Workbench (ver. 6.0.1). Las secuencias contiguas
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(contigs) generadas se normalizaron con el método RPKM (Read per kilobase per million
reads), calculando su expresion diferencial con un dato de corte 5 veces por encima o por
debajo del nivel basal de expresion. Mediante el paquete Blast2GO v. 3.3 se anotaron
funcionalmente los genes diferencialmente expresados (DEGSs), ademas de identificar las
diferentes rutas metabdlicas en los cuales estaban involucrados. La validacion final de los
resultados se realiz6 mediante el andlisis de expresion de 16 DEGs por gRT-PCR para
confirmar la reproducibilidad del analisis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos fisiologicos confirmaron que las plantas de ‘Garnem’ estuvieron
sometidas a estrés hidrico, alcanzando niveles de LWP estadisticamente menores en las
plantas tratadas que en las plantas control. Los niveles de gs alcanzaron el valor minimo a
las 24 h, derivado del cierre estomatico que reduce las pérdidas de agua (Negin and
Moshelion, 2016). El ligero descenso del RWC y la ausencia de variacion en la ratio de EL
durante el experimento, indicaron que las plantas de ‘Garnem’ presentarian una estrategia
de evitaciébn como consecuencia de la acumulacién de solutos y el consecuente ajuste
osmotico (Verslues et al., 2006).

Se generaron 0,42 billones de lecturas en el analisis de RNAseq, las cuales se
procesaron y se ensamblaron en contigs cuyos valores RPKM fueron calculados.
Posteriormente, se realiz6 una comparacion dos a dos de los valores de expresion entre las
plantas control y las tratadas en los diferentes puntos temporales del experimento. Esta
comparacion revel6 gue la mayor actividad transcripcional tenia lugar a las 2 h, con 12.693
DECs (Differentially Expressed Contigs) Unicos sobre-regulados, que a las 24 h. Un total
de 26.700 DEGs fueron clasificados en funcién de sus términos ontologicos (GO),
destacando “response to stimulus” en la categoria de Proceso Bioldgico, la cual engloba a
“response to stress”; y “catalitic activity” y “binding” en la categoria de Funcién Molecular,
términos GO relacionados con la respuesta transcripcional (Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2007). Se anotaron 655 enzimas participando en un total de 140 rutas
metabdlicas y destacando entre las seis rutas con mayor nimero de DEGs involucrados las
siguientes: metabolismo de la purina, metabolismo de la tiamina, metabolismo de almidon
y sacarosa, y glicolisis. Ademas de estas, también destacaron otras rutas relacionadas con
el metabolismo de los lipidos y los carbohidratos, sugiriendo el importante papel de estos
compuestos en el mantenimiento homeostatico celular y el ajuste osmético que permiten la
adaptacion de ‘Garnem’ bajo condiciones de sequia (Ksouri et al., 2016; Pan et al., 2016).

En funcion del papel desempefiado en la respuesta a la sequia, los 26.700 DEGs se
clasificaron en tres grupos: (i) genes implicados en las cascadas de sefializacion y control
transcripcional; (ii) genes con funcién osmoprotectora contra los dafios por deshidratacion;
y (iii) genes implicados en el trasporte y absorcion de agua e iones (Ciarmiello et al., 2011).

Este estudio ha permitido categorizar la respuesta primaria a sequia en ‘Garnem’
con la induccion de genes relacionados con la regulacion del cierre estomatico, la induccion
de genes efectores y la supresion de genes con efecto negativo en las dos primeras horas de
exposicion a la sequia, mientras que a las 24 h se produce la expresion de genes implicados
en el mantenimiento de la homeostasis celular que permite a ‘Garnem’ adaptarse a las
nuevas condiciones limitantes. Asi mismo, se identificaron DEGs sobre regulados
relacionados directamente con la mejora del uso eficiente del agua. Esta valiosa
informacidn permitira generar nuevas estrategias para la seleccion de patrones tolerantes a
la sequia que en el programa de mejora genética del CITA.
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