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p/v: peso /volumen 

Q: Factor de calidad (del inglés Quality factor). 

-QQQ: Triple cuadrupolo (del inglés Triple quadrupole). 

qPCR: PCR cuantitativa (del inglés quantitative Polymerase Chain Reaction). 
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Pinus pinaster Aiton es una conífera de alto valor ecológico y socio-económico, 
relevante en la región mediterránea por formar parte de bosques y plantaciones en 
diversos ecosistemas, debido en gran medida, a su plasticidad para crecer en regiones 
con condiciones climáticas muy diversas y por su aprovechamiento para el 
abastecimiento de recursos madereros y no-madereros a la industria, entre otros muchos 
servicios ecosistémicos. La respuesta de Pinus pinaster al déficit hídrico es un proceso 
complejo que requiere la integración de múltiples mecanismos moleculares, fisiológicos 
y morfológicos, que dependen de la variabilidad genética del individuo y de su 
interacción con su entorno (relación con otros seres vivos, con el suelo y con las 
condiciones climáticas y perturbaciones asociadas). Teniendo en cuenta las sequías 
recurrentes que soporta el área mediterránea, asociadas con el cambio climático, el 
objetivo de la tesis doctoral es profundizar en el estudio de la tolerancia de Pinus 
pinaster a la sequía y explorar estrategias alternativas que permitan modular su 
respuesta, evaluando el uso de portainjertos tolerantes al déficit hídrico para regular la 
respuesta a estrés hídrico de las púas injertadas. Para ello, empleamos aproximaciones 
transcriptómicas y metabolómicas para estudiar genotipos procedentes de una familia de 
referencia, procedente del cruce controlado Gal 1056 x Oria 6, dos progenitores de las 
regiones de procedencia Noreste Costera (Pontevedra) y Sierra de Oria (Almería), 
respectivamente, que muestran respuestas contrastadas en crecimiento, producción de 
biomasa y respuesta a sequía. Se emplearon dos diseños experimentales, en condiciones 
controladas, para comparar la respuesta de los pinos sometidos a un estrés hídrico 
moderado. Inicialmente se estudió la expresión génica de mezclas de individuos de la 
progenie Gal 1056 x Oria 6 sensibles (4, 147) o tolerantes (132, 144) a nivel de órgano 
y, en un segundo experimento, el estudio transcriptómico y metabolómico del efecto del 
portainjerto sobre la respuesta a sequía de púas de Pinus pinaster, combinando como 
púas los progenitores y como portas individuos progenie con respuesta contrastada a 
sequía. Entre los resultados obtenidos destaca la expresión constitutiva de genes 
relacionados con respuesta a estrés en los individuos progenie tolerantes a sequía, a 
diferencia de los genotipos sensibles, que parece conferirles un cierto grado de pre-
adaptación a la sequía. Estos resultados se confirman al analizar los cuatro injertos 
diseñados en base a estudios previos: Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S y 
Oria 6 / R18T. El estudio de las réplicas de estos injertos en condiciones control frente a 
déficit hídrico reveló un efecto significativo del genotipo del portainjerto en la respuesta 
transcriptómica de las acículas de las púas. En condiciones control, las púas injertadas 
sobre los portainjertos tolerantes están enriquecidas en genes sobreexpresados asociados 
con respuesta a estrés en ambos progenitores, aunque con un mayor efecto en púas Gal 
1056. Además, en los injertos sometidos a déficit hídrico este efecto del portainjerto 
tolerante se acentúa, especialmente en relación con genes que codifican factores de 
transcripción y proteínas implicadas en señalización mediada por ABA y biosíntesis de 
flavonoides. Asimismo, se han detectado procesos cuyo control está asociado con el 
genotipo de las púas. La respuesta al estrés moderado por parte de las acículas de cada 
injerto sería así el resultado de la comunicación entre púas e injertos y de la integración 
de los procesos por ellos controlados. El análisis del perfil metabólico de estos injertos 
revela que los genotipos de las púas y de los portainjertos también afectan al contenido 
de diversos metabolitos, entre ellos el contenido cuantitativo y cualitativo de terpenos 
constitutivos y acumulados diferencialmente en respuesta a déficit hídrico en distintos 
órganos, constituyendo sistemas de defensa compartimentados. Se observa la existencia 
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de una comunicación específica entre tejidos aéreos y subterráneos en respuesta a sequía 
a nivel metabolómico, con la distribución diferencial de terpenos específicos. 
Asimismo, se identifican cambios significativos en el perfil de metabolitos primarios y 
de otros metabolitos secundarios como ciclitoles en acículas, con una elevada 
acumulación en condiciones de déficit hídrico. Estos compuestos podrían estar 
implicados en mecanismos de tolerancia a sequía como el ajuste osmótico y el control 
del estrés oxidativo. Los resultados observados en la presente tesis doctoral 
proporcionan nueva información sobre la respuesta a sequía y muestran el interés del 
empleo de injertos para diseccionar la comunicación entre órganos y el control que 
ejercen en la respuesta a nivel de distintos procesos biológicos. Asimismo, los 
resultados obtenidos permitirán diseñar nuevos estudios dirigidos a validar el empleo de 
portainjertos seleccionados y mejorados para implementar la propagación de individuos 
élite de Pinus pinaster de diversos programas de mejora, que en muchos casos son 
sensibles a estrés hídrico.  
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CAMBIO CLIMÁTICO: SEQUÍA EN LA REGIÓN MEDITERRÁNEA Y ADAPTACIÓN DE 
LAS ESPECIES FORESTALES 

 

El impacto de la sequía en los bosques mediterráneos es un tema cada vez más relevante 
en el panorama europeo ya que, junto con otras áreas forestales, cubren una superficie 
estimada de 159 millones de hectáreas, que ha supuesto un aumento de 
aproximadamente un 10% desde 1990, colocando a España en segundo lugar tras 
Irlanda en términos de incremento forestal (34%) en Europa.  

Los últimos informes del IPCC, “Fifth Assessmen Report” (WGII ARS, 2014; 
http://www.ipcc.ch/report/ars/wg21), recogen la situación de cambio climático global 
causado principalmente por las emisiones antropógenas de gases de efecto invernadero, 
como dióxido de carbono, metano y óxido nitroso, y por inadecuados planes de gestión 
y uso del suelo, que han desencadenado procesos de deforestación. Este proceso de 
cambio climático provoca un aumento del calentamiento global y fenómenos 
climatológicos extremos, irreversibles y generalizados. Así, la región mediterránea sufre 
frecuentes olas de temperaturas muy elevadas, con un descenso generalizado de las 
precipitaciones anuales, periodos recurrentes de sequía no sólo estival y un mayor 
número de episodios de precipitaciones torrenciales. Estas condiciones climáticas 
extremas provocan la alteración de los ciclos biológicos del microbioma, las plagas y 
los patógenos, así como un incremento en la tasa de incendios forestales.  

Este cambio medioambiental intenso en un periodo de tiempo corto pone a prueba la 
capacidad de adaptación de las especies forestales. En concreto, la sequía es un factor 
abiótico que condiciona la distribución, crecimiento y supervivencia de numerosas 
especies vegetales (Klos et al., 2009), siendo determinantes los mecanismos de 
adaptación a situaciones de baja disponibilidad hídrica de las especies autóctona de la 
región mediterránea. Para entender cómo influirá el cambio climático en la distribución 
y supervivencia de las especies forestales, es importante conocer su capacidad 
migratoria y potencial adaptativo (Aitken et al., 2008).  

Los árboles, organismos sésiles con largos ciclos vitales, han desarrollado mecanismos 
adaptativos de respuesta a sequía que son complejos y que dependen de su intensidad y 
duración. La respuesta a sequía está constituida por un conjunto de mecanismos 
fisiológicos asociados con cambios moleculares que tienen como principal objetivo 
reducir su impacto. Para poder adquirir un conocimiento más holístico de esta respuesta 
debemos llevar a cabo una aproximación interdisciplinar combinando información 
procedente de estudios (epi) genómicos, transcriptómicos metabolómicos y fenotípicos 
empleando una visión global de biología de sistemas (Krishnan y Pereira, 2008).  

En coníferas, los mecanismos de respuesta fisiológica desempeñan un papel 
fundamental en el proceso de adaptación a sequía. Por un lado, la disminución de 
disponibilidad de agua en el suelo y el aumento en las tasas de evaporación, producen la 
cavitación de los conductos del xilema, el desacople de los flujos de agua a los tejidos 
aéreos, y el desarrollo de resistencia hidráulica a sequía, que en situaciones extremas 
puede llevar a la desecación completa de los tejidos.  
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Además, se producen cambios en los sistemas de control de pérdida de agua a través del 
cierre de estomas, resistencia cuticular, reajustes osmóticos, y cambios en la inversión 
en biomasa como consecuencia de la disminución de los niveles de asimilación de 
carbono (Corcuera et al., 2012; de Miguel et al., 2012).  

Las alteraciones de las condiciones climáticas provocan cambios en los fenotipos de 
muchas especies forestales. Además del componente genético, esta plasticidad 
fenotípica y el potencial adaptativo de dichas especies también están mediados por 
cambios epigenéticos implicados en el control de la expresión génica, que son 
reversibles, que pueden llegar a ser hereditarios (Kvaalen y Johnsen, 2008; Chinnusamy 
y Zhu, 2009; Jablonka y Raz, 2009; Whittle et al., 2009). Estos cambios epigenéticos 
abarcan desde modificación de los patrones de metilación del ADN, hasta diversas 
modificaciones postraduccionales de histonas, variación en las frecuencias de 
recombinación homóloga, reordenamientos genómicos y distintas clases de ARNs no 
codificantes (ncARNs) (Bräutigam et al., 2013).  

Profundizar en el conocimiento de los cambios en los procesos de reprogramación 
molecular que inducen la activación de numerosos genes implicados en la percepción de 
estrés y en la traducción de señales (Osakabe et al. 2014), y los cambios metabolómicos 
que modifican las dinámicas de síntesis de metabolitos (Sardans et al. 2011), permite 
formular modelos de respuesta a sequía. La comprensión de los mecanismos 
moleculares que controlan la respuesta a sequía permitirá implementar programas de 
conservación y restauración de bosques, así como establecer programas de mejora para 
diseñar plantaciones forestales mejor adaptadas a su entorno. 

Análisis integrados han mostrado asociaciones entre niveles de expresión génica y 
perfiles metabolómicos asociados con procesos dependientes de ABA en plantas 
sometidas a estrés hídrico (Urano et al., 2009). Sin embargo, este tipo de estudios son 
muy escasos en coníferas (de Miguel et al. 2016). En general el objetivo de este trabajo 
de doctorado es profundizar en el conocimiento de las dinámicas transcriptómicas y 
metabolómicas de respuesta a sequía en coníferas, para ayudar a la adquisición de una 
visión holística de los mecanismos moleculares que modulan los procesos de adaptación 
a estrés hídrico de esta especie forestal. 
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PINUS PINASTER : CONÍFERA DE ALTO INTERÉS ECOLÓGICO, ECONÓMICO Y 
CIENTÍFICO 

 

Las coníferas dominan gran parte de los bosques boreales y, en forma de masas puras y 
mixtas, los templados, colonizando gran número de ecosistemas al desarrollar una gran 
variedad de estrategias adaptativas. Pinus pinaster Aiton (pino negral, resinero o 
rodeno) es una conífera de alto valor ecológico y socio-económico, muy relevante en 
España al haber sido empleada frecuentemente en procesos de reforestación de grandes 
superficies. Es una especie de crecimiento rápido y tamaño mediano, con una altura 
media de 15 a 25 m (35 a 40 m en condiciones favorables) y una vida media de 200 a 
300 años (Alia et al., 2009). Es originaria de zonas mediterráneas occidentales y 
atlánticas, y su distribución natural actual se concentra principalmente en zonas del 
suroeste europeo, encontrando poblaciones fragmentadas en el noroeste de África. En 
España ocupa una superficie aproximada de 600.000 ha distribuidas de forma dispersa 
(Alia et al., 1996). Su presencia en la Península incluye bosques formados por masas 
puras y mixtas principalmente en las regiones noroeste costera e interior de Galicia, la 
meseta Castellano Leonesa, Cuenca, Teruel y Jaén (Alia et al., 2009a). Las 
repoblaciones forestales de Pinus pinaster se encuentran distribuidas por gran parte de 
los países del sur y centro de Europa, con mayor relevancia en Reino Unido, Italia, 
Francia, Portugal y España (Figura 1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Mapa de distribución de Pino marítimo (Pinus pinaster), 2016. Realizado por Caudullo et 
al., 2017.  
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Pinus pinaster es una especie de gran plasticidad ecológica que se desarrolla 
frecuentemente sobre suelos pobres en nutrientes, en terrenos sueltos y arenosos 
(Blanco et al., 2005), de regiones con condiciones climáticas muy diversas, mostrando 
una gran capacidad de adaptación a la sequía. Esta versatilidad para crecer en suelos 
pobres y arenosos la convierte en una especie importante en procesos de reforestación, 
para la protección del suelo en sistemas dunares costeros (David, 1974). Esta especie es 
capaz de soportar climas de altas y bajas precipitaciones, estando presentes tanto en 
zonas del centro peninsular, con temperaturas más extremas, como en zonas costeras 
caracterizadas por sus temperaturas templadas (Blanco, 1997). Pinus pinaster muestra 
una relevante diversidad genética (Pot et al., 2005) con una marcada estructura 
poblacional dentro del área de distribución natural de la especie (Eveno et al., 2008; de 
Lucas et al., 2009). Se pueden identificar tres regiones con diferencias génicas 
significativas: 1) la zona suroriental que cubre la región sureste de Francia, Italia, las 
islas de Córcega, Cerdeña y Pantelaria y el norte de África, 2) la zona Atlántica, que 
cubre la vertiente occidental de la Península Ibérica y suroeste de Francia, y 3) la zona 
central que abarca el sureste de la Península Ibérica (Bucci et al., 2007).  

Esta especie se ha empleado tradicionalmente para la obtención de resina, dando lugar a 
uno de sus nombres comunes, pino resinero, y la obtención de pasta de papel y madera 
(Sanz et al., 2006). La industria de la resina en la Península ha experimentado un auge 
desde la segunda mitad del siglo XX debido a la implementación de nuevos métodos y 
maquinaria de extracción de resina y al desarrollo de programas de mejora (Calama et 
al., 2010), como posible alternativa a los productos derivados del petróleo, usándose 
como base para gran variedad de productos manufacturados como barnices, ceras, 
plásticos y aceite de trementina. En la actualidad se está estudiando su aprovechamiento 
para la producción de biomasa, bioenergía y otros bioproductos, incluso a partir de 
residuos y subproductos (Ferreira-Santos et al., 2020). Debido a la importancia de sus 
aprovechamientos forestales, el conocimiento de los mecanismos que modulan la 
respuesta de la especie a sequía es de gran importancia para lograr la explotación y 
aprovechamiento sostenible de este recurso. 

Debido a su gran capacidad adaptativa, variabilidad genética (Eveno et al., 2008), e 
importancia ecológica y socio-económica, Pinus pinaster Ait. se ha empleado como 
especie modelo para el estudio adaptativo en coníferas.  

Es importante tener en cuenta que la mayoría de estudios relacionados con las 
dinámicas de respuesta a estrés causadas por factores bióticos y abióticos en plantas se 
han llevado a cabo en angiospermas, y en muchos casos no son capaces de explicar las 
peculiaridades moleculares y funcionales de las especies gimnospermas (Nystedt et al., 
2013). Angiospermas y gimnospermas divergieron hace aproximadamente 300 millones 
de años, experimentando diferentes procesos de radiación adaptativa masiva que han 
posicionado a las angiospermas como el grupo dominante con más de 250.000 especies 
frente a las 1.000 especies de gimnospermas (Mackay et al., 2012). Dentro de las 
gimnospermas, los bosques de coníferas pueblan gran parte de la superficie terrestre, 
con árboles de gran tamaño y longevidad, dominando algunos ecosistemas de 
condiciones extremas. Las coníferas han desarrollado mecanismos de adaptación 
específicos entre los que destaca la modificación de sus hojas en acículas. En 
condiciones de sequía, la baja relación superficie/volumen de las acículas, su gruesa 
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cutícula e hipodermis lignificada, estomas hundidos y recubiertos por cera, un 
parénquima fotosinterizador localizado alrededor de la estructura vascular formada por 
los haces conductores que están rodeados por un tejido de transfusión formado por 
traqueidas y un parénquima capaz de almacenar agua, hacen de las acículas órganos con 
una elevada capacidad para disipar calor, muy impermeables y firmes, que reducen los 
efectos producidos por el marchitamiento, así como efectivos a nivel de control 
estomático en condiciones de altas temperaturas que incrementa su eficiencia 
fotosintetizadora e hidráulica (Gil y Prada 1993; Brodribb et al., 2010). Asimismo, el 
xilema de las coníferas está constituido principalmente por traqueidas conectadas por 
pares de punteaduras areoladas, que aumenta su resistencia frente a la cavitación en 
situaciones de estrés hídrico (Sperry et al., 2006). Desde un punto de vista molecular, 
las coníferas presentan genomas de elevado tamaño y complejidad, que pueden alcanzar 
28,322 Gpb/C para algunas especies como Pinus pinaster, suponiendo unas 200 veces 
el tamaño de especies angiospermas como Arabidopsis thaliana (Zonneveld, 2012). El 
genoma de coníferas se caracteriza por una baja tasa de mutación en regiones 
codificantes mientras que las regiones no codificantes están constituidas por un alto 
porcentaje de elementos repetitivos como retrotransposones, largos intrones que, aunque 
de media cuentan con unos 2,7 Kpb, pueden llegar a alcanzar más de 100.000 Kpb 
(Neale et al., 2014), pseudogenes, secuencias que codifican lncARNs y sARN. A pesar 
del gran tamaño de su genoma, el número de genes es similar al identificado en especies 
de angiospermas, habiendo identificado, por ejemplo, unos 56.000 modelos génicos en 
Pinus taeda (Acosta et al., 2019). En los últimos 10 años se han iniciado numerosos 
estudios de secuenciación masiva del genoma y transcriptoma de distintas especies de 
coníferas, cuyos resultados se han incorporado a bases de datos públicas como Gymno 
PLAZA 
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/gymnoplaza/organism/view/Pinus+p
inaster), TreeGenes (https://treegenesdb.org/), Congenie (https://congenie.org/) y 
SustainPineDB (http://www.scbi.uma.es/sustainpinedb/). Un consorcio de grupos 
españoles están trabajado en la secuenciación y análisis del genoma de Pinus pinaster 
en el marco de proyectos nacionales (BIO2007-29814-E y Pinegenseq-BIO2010-
12302E), e internacionales (ProCoGen-FP7- 289841 y 824110-EASI-Genomics-PID 
7825-ImPiONT), en el marco de una plataforma internacional en la que participan otros 
grupos europeos y americanos, liderada por el equipo de investigación en el que he 
desarrollado este trabajo de doctorado. La secuencia del genoma de Pinus pinaster, su 
comparación con la de otras especies, su caracterización funcional y su integración con 
la información transcriptómica, epigenética, metabolómica y fenotípica permitirá ir 
descubriendo, progresivamente, las dinámicas moleculares implicadas en su desarrollo y 
en la respuesta adaptativa de esta especie. Asimismo, el rápido desarrollo de nuevas 
técnicas de análisis masivo, desde tecnologías de secuenciación de segunda generación 
NGS como 454 GS FLX, Illumina y Solexa SOLiD (Liu et al., 2012) hasta tecnologías 
de secuenciación de tercera generación TGS, como PacBio y Oxford Nanopore (Jain et 
al., 2016) y metodologías de andamiaje, HI-C y Bionano (Paajanen et al., 2019), cada 
vez más potentes e informativas, están permitiendo aumentar la capacidad de análisis 
reduciendo notablemente el tiempo de trabajo y el esfuerzo económico, suponiendo una 
revolución en el estudio holístico de las coníferas. 
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Pese a estos avances, y en comparación con las angiospermas, el conocimiento sobre los 
mecanismos moleculares implicados en el desarrollo y en la adaptación de coníferas es 
todavía escaso, como también lo es su empleo en los programas de mejora. 
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MECANISMOS ADAPTATIVOS DE RESPUESTA A SEQUÍA EN ESPECIES FORESTALES  

 

Las plantas pueden emplear tres tipos de mecanismos adaptativos de respuesta a estrés 
hídrico: escape, evitación y tolerancia a sequía (Figura 1.2). Los mecanismos de escape 
tienen una gran relevancia agronómica y ecológica sobre todo en cultivos de ciclo corto 
(Kooyers et al., 2015) que poseen la capacidad de adecuar su fenología a la 
disponibilidad de agua del entorno, de modo que no resulten afectados en épocas de 
escasez hídrica. Estos mecanismos sin embargo son de escasa relevancia en especies 
forestales que cuentan con largos ciclos de vida, a pesar de que han desarrollado 
procesos de adaptación a nivel evolutivo para simultanear sus periodos de máximo 
crecimiento vegetativo con condiciones climáticas favorables.  

Las especies forestales emplean estrategias de evitación de la deshidratación 
desencadenando mecanismos de respuesta que permiten minimizar el impacto de la 
sequía en el estado hídrico de la planta. Para ello, las especies forestales desarrollan 
mecanismos que limitan la pérdida de agua por transpiración mediante el control del 
cierre estomático combinado con hojas modificadas morfológicamente, aumento de la 
profundidad y extensión del sistema radical e implementación de las dinámicas de 
acumulación de agua (Aranda et al., 2015). Un sistema radical más extenso y profundo 
asegura un mayor aporte de agua que evita que los árboles se sequen a medida que el 
suelo disminuye su contenido hídrico (Cano et al., 2013), permitiendo la movilización 
del agua desde horizontes más profundos hasta zonas más superficiales del suelo 
(Querejeta et al., 2007). Cuando la demanda evaporativa de la atmosfera es alta y la 
disponibilidad de agua en el suelo baja, la columna de agua que discurre por el xilema 
se puede llegar a detener, produciéndose situaciones de cavitación (Tyree y 
Zimmermann 2002). En situación de estrés hídrico, al aumentar la tensión del xilema, 
los torus, engrosamientos impermeables de la pared primaria de las punteaduras que 
separan traqueidas funcionales de traqueidas embolizadas, cierran la comunicación entre 
traqueidas (Torres Ruiz, 2018); asimismo, el cierre de estomas ayuda a reducir la 
tensión de la columna de agua en el xilema, para evitar los procesos de cavitación. Otra 
de las adaptaciones que permite reducir la pérdida de agua en algunas especies 
forestales, como se describió previamente, es el desarrollo de hojas con morfologías 
caracterizadas por una relación superficie/peso baja y cutículas gruesas. Pinus pinaster 
es una especie isohídrica, con un estricto control estomático de la transpiración, que se 
diferencia de especies típicamente anisohídricas, como el roble, en las que la limitación 
de la pérdida de agua en procesos de transpiración está directamente dirigida al 
mantenimiento del estatus hídrico en niveles aceptables (Forner et al., 2014).  

De manera simultánea, los árboles han desarrollado mecanismos de respuesta rápida 
enfocados a tolerar distintos niveles de estrés hídrico, basados en una buena 
coordinación entre la demanda y el aporte de agua a los órganos aéreos (Maherali et al., 
2006). Estos mecanismos combinan, entre otros, sistemas hidráulicos resistentes a 
cavitación con un aumento de la síntesis en las hojas de compuestos osmoprotectores, 
altamente solubles e inocuos a concentraciones elevadas, consiguiendo mantener la 
turgencia celular en situaciones de déficit hídrico (Turner et al., 2018; Aranda et al. 
2021). La acumulación de moléculas osmoprotectoras de bajo peso molecular como 
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prolina y otros aminoácidos, compuestos de amonio cuaternario como glicina-betaina, 
ciertos azúcares como glucosa, fructosa y sacarosa, ácidos orgánicos como quínico, y 
polialcoholes, como pinitol (Aranda et al., 2021), incrementa la viscosidad del líquido 
intracelular (Gebre y Tschaplinski 2002) y promueve la retención de agua en el 
citoplasma y la estabilización de las membranas celulares. Mediante este ajuste 
osmótico, en el que también intervienen iones, los árboles mantienen la turgencia a
potenciales hídricos bajos. Otros mecanismos de protección inducidos son la síntesis de 
proteínas protectoras de otras proteínas, y enzimas y péptidos antioxidantes, implicados 
en la detoxificación de especies reactivas de oxígeno (ROS), que minimizan el daño 
oxidativo que se produce en las células cuando las tasas de transpiración, respiración y 
fotosíntesis se ven mermadas por el déficit hídrico (Nogués et al., 2014).

El estudio de los procesos de adaptación y eficiencia en el uso del agua es fundamental 
en ambientes áridos debido al valor adaptativo que supone producir biomasa en 
condiciones limitantes de agua (Chaves y Davies, 2010). En algunas especies adaptadas 
se han demostrado tasas mayores de eficiencia en el uso de agua (Aranda et al., 2010), 
sin embargo, esto puede variar en función de la especie y el genotipo (Corcuera et al., 
2010), pudiendo estar condicionado también por factores ambientales relacionados con 
la intensidad y duración de la sequía, por otros factores bióticos o abióticos y por el 
estado de desarrollo del individuo. 

Figura 1.2. Esquema de respuestas adaptativas a estrés hídrico. Adaptado de Valladares et al., 2014.



 25 MEMORIA GENERAL 

ESTUDIO MULTIDISCIPLINAR DE RESPUESTA A SEQUÍA: RESPUESTA (EPI) 
GENÓMICA, TRANSCRIPTÓMICA, PROTEÓMICA Y METABOLÓMICA  

 

La biología de sistemas es una rama multidisciplinar de la ciencia centrada en el estudio 
holístico de los organismos vivos para mejorar la comprensión de sus propiedades 
fisiológicas y morfológicas, y de las interacciones moleculares que las propician, 
posibilitando la predicción de su comportamiento ante condiciones ambientales 
determinadas (Fundación Instituto Roche, 2018). Los estudios basados en la biología de 
sistemas se han visto impulsados con la aparición de las tecnologías ómicas, que 
permiten abordar estados biológicos desde el análisis integrado de datos procedentes de 
sus perfiles (epi) genómicos, transcriptómicos, proteómicos y metabolómicos. 

Como se ha mencionado en apartados anteriores, la respuesta de las especies forestales a 
sequía es un proceso complejo cuyo estudio multidisciplinar permite integrar la 
respuesta molecular estableciendo modelos que describan el interactoma que tiene lugar 
en la planta, y que se traduce en la respuesta funcional que da lugar a un determinado 
fenotipo en respuesta a déficit hídrico (Figura 1.3). 

El tamaño del genoma de las coníferas y su complejidad han condicionado su estudio, 
aunque el desarrollo de técnicas de secuenciación y análisis masivo han permitido 
abordar la secuenciación de genomas completos (WGS) empleando distintas tecnologías 
NGS (Mackay et al., 2012; Cervera et al., 2019), el análisis de la expresión génica de 
miles de genes de forma simultánea, por ejemplo empleando microordenamientos o 
ARN-Seq (de Miguel et al., 2014; Cañas et al., 2015a; de María et al., 2020; Perdiguero 
et al., 2021; López-Hinojosa et al., 2021), así como el desarrollo de técnicas de 
genotipado masivo (SNPlex o secuenciación de exomas) han permitido estudiar la 
variabilidad genética de los genomas, revelando la importancia de la variabilidad inter-
específica a la hora de determinar el grado de tolerancia a sequía de una especie o 
población (González Martínez et al., 2006; Eveno et al., 2008; Eckert et al., 2010). 

La técnica de secuenciación ARN o ARN-Seq es de especial relevancia en el desarrollo 
de este trabajo al hacer posible la identificación de miles de genes cuyos patrones de 
expresión se ven modificados en respuesta a déficit hídrico. Esta técnica utiliza 
tecnologías NGS para determinar la presencia y cantidad de ARN en muestras 
biológicas, permitiendo el análisis de los transcritos resultantes e identificando de este 
modo no sólo cambios en la expresión de genes, sino también variaciones en la 
secuencia (como SNPs e InDels), modificaciones postranscripcionales y variantes 
obtenidas por splicing alternativo, entre otras (Chu et al., 2012). La aplicación de estas 
herramientas dado lugar a un salto cuantitativo y cualitativo en la identificación de 
genes cuya expresión se ve alterada bajo condiciones de sequía, permitiendo el 
seguimiento de las dinámicas transcriptómicas de genes de interés.  

Las técnicas de secuenciación masiva han proporcionado, a su vez, ventajas en el 
estudio de la variabilidad epigenética en especies forestales, ayudando a desvelar 
patrones de metilación de citosinas del ADN (MeDIP-seq) y de modificación de 
histonas (ChIP-seq), así como el estudio de ARNs cortos (sARNs) y largos (lncARNs) 
en respuesta a cambios en el ambiente, como por ejemplo déficit hídrico (Zhang et al., 
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2013). Esta variabilidad epigenética, que es independiente de la variabilidad genética 
(Vaughn et al., 2007), supone un potencial adaptativo al proporcionar estrategias de 
respuesta rápida ante cambios ambientales, pudiendo incluso conferir una memoria 
transgeneracional (Bräutigam et al., 2013) por lo que su estudio, hasta la fecha sólo 
incipiente, es necesario para comprender las bases moleculares de la respuesta 
adaptativa a sequía de las especies forestales (Gourcilleau et al., 2010; Raj et al., 2011).  

 

 
 

Figura 1.3. Esquema de la relación de las ciencias ómicas. Figura adaptada Aranda et al. 2012. 

 

Los estudios de proteómica basados en técnicas de microsecuenciación de polipéptidos 
en especies forestales han permitido identificar y caracterizar proteínas específicas de 
respuesta a sequía (Plomion et al., 2006), y asignarles un rol dentro de la cascada de 
respuesta al estímulo. Diversos estudios han demostrado que no existe una correlación 
completa entre los perfiles transcriptómicos y las proteínas inducidas en respuesta a 
sequía, lo que hace patente la necesidad de utilizar aproximaciones proteómicas para 
determinar la regulación postraduccional de la respuesta a estrés hídrico.  

 

Conjuntamente, el análisis del perfil metabolómico de muestras vegetales estresadas 
ofrece una gran cantidad de información sobre los perfiles de los productos finales en 
procesos de regulación de respuesta a sequía (Král'ová et al., 2012) y se ha convertido 
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en una herramienta fundamental en programas de mejora vegetal mediante técnicas de 
selección genómica (Ruan y Teixeira da Silva, 2011).  

Como consecuencia del estudio integrado de todas las aproximaciones ómicas, se 
pueden establecer modelos que expliquen las interrelaciones moleculares que dan lugar 
a la respuesta funcional de la planta a una determinada situación medioambiental (Aizat 
et al., 2018). Estos estudios permiten comprender los procesos de respuesta a sequía a 
nivel de planta completa en especies forestales tan complejas como Pinus pinaster 
(Sardans et al., 2011).  
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PERCEPCIÓN DEL DÉFICIT HÍDRICO Y MECANISMOS DE RESPUESTA A NIVEL 
TRANSCRIPCIONAL 

 

La transcriptómica es la ciencia que estudia los patrones de expresión génica celular de 
un tejido o de un órgano en un momento determinado, bajo unas condiciones de 
crecimiento concretas, mediante el análisis del conjunto de ARN mensajeros y no 
codificantes a nivel 1) cuantitativo, mediante el estudio de los niveles de expresión 
génica, y 2) cualitativo, caracterizando las variantes de los distintos transcritos (Fox et 
al., 2018). De esta manera, cambios en la cantidad de un determinado producto génico 
puede dar lugar a diferentes respuestas fenotípicas, aunque la secuencia genética 
permanezca invariable (Moran et al., 2017). 

Los estudios de expresión génica involucran una gran variedad de técnicas entre las que 
destacan, en estudios masivos, el uso de microordenamientos de oligonucleótidos de 
ADN (Lorenz et al., 2011) o las técnicas basadas en la secuenciación de librerías de 
ADN complementario (ADNc), como ARN-Seq (Behringer et al., 2015), que permiten 
el estudio de nuevos transcriptomas (Wang et al., 2009). Asimismo, se puede emplear 
secuenciación cuantitativa a tiempo real (qPCR), de elevada sensibilidad, para la 
determinación de los niveles de expresión de genes específicos; una variación de esa 
técnica, RT-qPCR que suele aplicarse en la validación de los patrones de expresión de 
un conjunto de los genes identificados por las técnicas de análisis masivo antes 
indicadas (Perdiguero et al., 2012). 

En Pinus pinaster se ha obtenido un transcriptoma de referencia con un catálogo de 
genes candidatos asociados a distintos genotipos y tratamientos (Canales et al., 2014), 
que se ha empleado en el ensamblaje del genoma de la especie y en estudios de 
variabilidad genética asociada con secuencias codificantes (Durán et al., 2019). Los 
estudios de genotipado masivo de genes así como de genes candidatos han permitido 
analizar, en base a dichas secuencias, la estructura genética de diversas poblaciones 
naturales y buscar asociaciones entre variantes alélicas y caracteres de interés (Eveno et 
al., 2008; Grivet et al., 2013; Cabezas et al., 2015; Plomion et al., 2016).  

Con carácter general, la percepción de señal de déficit hídrico es captada a través de 
sensores que se encuentran principalmente en las membranas celulares, activando las 
señales intracelulares, mensajeros secundarios que desencadenan un amplio abanico de 
rutas de señalización. En primer lugar, se producen cambios estructurales y de 
composición en las membranas plasmáticas que conducen a la acumulación de Ca+2, IP3 
(Inositol-1,4,5-trifosfato), DAG (diacilglicerol) y otros mensajeros secundarios a nivel 
citoplasmático (Zhu, 2002), junto a especies reactivas de oxígeno que pueden, 
simultáneamente, iniciar cascadas de señalización (Takahasji et al., 2001; Foyer y 
Noctor, 2003). La consiguiente transducción de señales está mediada por rutas 
dependientes de Ca+2 a través de CDPKs o CIPKs (de sus siglas en inglés Ca+2-
dependent protein kinases y CBL-interacting protein kinases, respectivamente) e 
independientes de Ca+2 a través de cascadas de MAPKs (Mitogen-Activated Protein 
Kinases) que activan diferentes factores de transcripción (FT) que modifican las 
dinámicas de control transcripcional, regulando la expresión de genes de respuesta a 
sequía (Huang et al., 2012; Estravis-Barcala et al., 2020).  
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Un gran número de genes relacionados con la señalización y la regulación de la 
transcripción están inducidos en plantas estresadas por déficit hídrico. ABA es una 
fitohormona que juega un papel fundamental en la respuesta a sequía (Yang et al., 
2011), tanto en el mantenimiento del balance hídrico mediante la regulación del cierre 
estomático, como en la inducción de tolerancia mediante la expresión de genes que 
codifican proteínas de protección. Además de ABA, otras fitohormonas como ácido 
salicílico (SA), ácido jasmónico (JA) y etileno (ET) participan activamente en la 
respuesta a estrés mientras que citoquininas (CK) o auxinas (IAA), giberelinas (GA), 
brasinoesteroides (BR) y estrigonolactonas (SL) también interactúan para mantener un 
desarrollo equilibrado en condiciones de estrés (Tiwari et al., 2017). Se han descrito dos 
vías de control transcripcional en respuesta a déficit hídrico, la vía independiente de 
ABA, de respuesta rápida, y la dependiente de ABA, que requiere su síntesis 
(Hamanishi et al., 2015; Yoshida et al., 2014; Todaka et al., 2015). En la regulación de 
la red independiente de ABA intervienen FT tipo DREB (Dehydration Responsive 
Element), miembros de la familia de FT ERF/AP2 que participan en la respuesta a estrés 
hídrico y CBF (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Los genes regulados por 
ABA contienen el elemento de respuesta ABRE (Abscisic acid Responsive Element) 
reconocido por los FT AREB/ABF. Estos FT se activan mediante procesos de 
fosforilación catalizados por quinasas tipo SnRK2 (SNF1-related protein kinase, 
subfamily 2) (Yoshida et al., 2015) y CDPK (Calcium-Dependen Protein Kinases) 
(Muñiz García et al., 2011; Zhao et al., 2011). En la respuesta también intervienen FT 
tipo MYC/MYB (Wang et al., 2014; Baldoni et al., 2015) que se unen a elementos de 
respuesta MYCR y MYBR respectivamente (MYC o MYB Recognition Sites). Otros FT 
que intervienen en la señalización en respuesta a déficit hídrico incluyen miembros de 
las familias PHD-finger (Sun et al., 2017), WRKY (Chen et al., 2019), NAC y ZF-HD 
(Yoshida et al., 2015; Han et al., 2020).  

Como resultado de estos procesos de control transcripcional se desencadenan procesos 
de respuesta múltiple que conllevan la expresión de un gran número de genes. Por un 
lado, se produce la síntesis de proteínas de protección, como proteínas LEA (Late 
Embryogenesis Abundant) que actúan como estabilizadores proteicos y de membrana, y 
previenen la agregación de proteínas (Behringer et al., 2015). Entre las proteínas LEA, 
cabe destacar el subgrupo de las dehidrinas, muy activas en procesos de protección 
frente a sequía y otros estreses abióticos (Velasco-Conde et al., 2012). Conjuntamente, 
y como se indicó anteriormente, se produce la síntesis de otras proteínas con 
propiedades protectoras como HSP, chaperonas, enzimas de detoxificación y proteínas 
implicadas en la síntesis y transporte de carbohidratos y aminoácidos osmoprotectores 
(Lorenz et al., 2011; Behringer et al., 2015).  

Los genes implicados en la respuesta a estrés provocado por factores bióticos como las 
defensinas, que median la respuesta inmune específica (Do et al., 2004), y los genes de 
resistencia sistémica adquirida (SAR) (La et al., 2019), también intervienen en respuesta 
a sequía. Por el contrario, los genes que participan en procesos de desarrollo y 
crecimiento, tales como división celular y biosíntesis y síntesis de paredes celulares, 
están inhibidos (Behringer et al., 2015). Asimismo, la sequía induce, por ejemplo, 
modificaciones en los patrones de expresión de genes vinculados a la fotosíntesis, al 
metabolismo de carbohidratos y lípidos, de genes asociados a homeostasis de proteínas 
(Liu et al., 2017a), de genes implicados en procesos de transporte, como las 
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acuoporinas, que participan en el mantenimiento de la permeabilidad al agua en la 
membrana (Lorenz et al., 2011; Behringer et al., 2015), y de proteínas asociadas a 
moléculas señalizadoras como calmodulinas (Rahman et al., 2016).  

Sin embargo, los mecanismos de señalización celular que se desencadenan tras la 
percepción de estímulos de estrés abiótico en especies leñosas perennes, como las 
coníferas, son muy complejos, y muchos de ellos todavía no han podido ser 
identificados debido en gran parte, al elevado porcentaje de genes que no muestran 
homología con genes anotados, y por tanto su función se desconoce. Asimismo, se trata 
de un carácter muy complejo que integra diferentes procesos, y por consiguiente de 
carácter multigénico, y muy sensible a otros cambios en su entorno (Corcuera et al., 
2010). En este trabajo de doctorado buscamos profundizar en el conocimiento de los 
patronesde expresión génica vinculados a las respuestas a sequía de individuos de Pinus 
pinaster que muestran distintos grados de tolerancia.  
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RESPUESTA A DÉFICIT HÍDRICO DESDE EL PUNTO DE VISTA DE LA  
METABOLÓMICA 

 

La eco-metabolómica es la ciencia que analiza el metaboloma, los niveles del mayor 
número posible de metabolitos, y sus variaciones en respuesta a cambios ambientales, 
presentado una gran sensibilidad para detectar mecanismos de respuesta a estrés 
abiótico e interacciones con factores bióticos, ya que nos proporciona la respuesta 
fenotípica a nivel metabólico en una particular circunstancia medioambiental (Sardans 
et al., 2011). En especies forestales la metabolómica es la aproximación ómica más 
reciente (hasta 2010 no puede hablarse de metabolómica forestal), siendo Populus el 
género más estudiado, seguido de Pinus, Quercus, Eucaliptus, Picea y Fagus 
(Rodrigues et al., 2019). Dos son las tecnologías analíticas principalmente ligadas a la 
ciencia metabolómica, la resonancia magnética nuclear (NMR), de gran poder de 
elucidación estructural, y la espectrometría de masas (MS), tecnología más utilizada por 
su mayor sensibilidad. El acoplamiento de la MS a sistemas analíticos como los 
cromatográficos, tanto de líquidos (LC) como de gases (GC), con cuadrupolo simple 
(LC-MS y GC-MS), triple cuadrupolo (-QQQ) y cuadrupolo-tiempo de vuelo (-QTOF), 
incluso en sistemas bidimensionales de cromatografía de gases (GCxGC-QTOF), junto 
a la implementación de los soportes bioinformáticos de forma generalizada (Van den 
Berg et al., 2006; Piasecka et al., 2019), han supuesto un gran avance en el 
conocimiento de los cambios metabólicos, y han permitido profundizar rápida y 
significativamente en la identificación de moléculas de señalización o metabolitos que 
contribuyen al proceso de adaptación de la planta a déficit hídrico (Brunetti et al., 2013; 
Ruan et al., 2013). Aun así, la alta diversidad química, el amplio rango dinámico de 
concentraciones detectadas y la específica compartimentación celular de los metabolitos 
dificultan el comprensivo conocimiento de todas las vías bioquímicas implicadas en esta 
respuesta adaptativa.  

Los primeros mecanismos de respuesta a sequía que se desencadenan a nivel celular 
conllevan alteraciones en las reservas de carbono, como consecuencia del desajuste que 
se produce entre las tasas de fijación de carbono y el uso de fotoasimilados (Pinherio et 
al., 2001). En función de la capacidad de adaptación a sequía, la planta puede modular 
procesos respiratorios que ayuden a mantener estable el balance de reservas de carbono, 
aumentarlas o disminuirlas (Gimeno et al., 2012). Esto desencadena toda una serie de 
modificaciones a nivel de metabolismo primario y secundario que condicionan la 
capacidad de respuesta de la planta a sequía. En Pinus pinaster la sequía produce un 
incremento importante en la acícula de la biosíntesis de aminoácidos y compuestos 
nitrogenados, especialmente L-alanina, L-valina, ácido aspártico, ácido piroglutámico, 
betaina, putrescina o urea; de ciclitoles como pinitol; de azúcares solubles como ribosa  
y arabinosa; y polioles como arabitol o eritritol (de Miguel et al., 2016; Fernández de 
Simón et al., 2017). Cambios en los niveles de carbohidratos (Koch, 2004) y la 
acumulación de determinados aminoácidos, juegan un papel importante en la regulación 
del balance del carbono y el mantenimiento de las tasas respiratorias (Araújo et al., 
2011). Conjuntamente, estos osmolitos de carácter polar se concentran 
intracelularmente modificando sustancialmente el potencial osmótico celular. 
Desempeñan funciones de ajuste osmótico como la protección de estructuras 
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subcelulares, la desactivación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la exclusión de 
iones tóxicos al exterior celular (Hare et al., 1998; Merchant et al., 2006).  

En la respuesta de Pinus pinaster a sequía es importante el papel jugado por el ciclitol 
pinitol en la osmorregulación (Nguyen y Lamant, 1988; de Miguel et al., 2016) en 
contraste con el bajo efecto que produce sobre otros carbohidratos osmorreguladores 
cuantitativamente más importantes como son la fructosa, glucosa, galactosa o sacarosa 
(Fernández de Simón et al., 2017), a pesar de que la mayoría de ellos, aumentan en 
respuesta a la sequía en otras especies forestales (Aranda et al., 2017; Barchet et al., 
2014; Hamanishi et al., 2015; Krasensky y Jonak, 2012; Warren et al., 2011), jugando 
un papel importante en el ajuste osmótico. La relevancia de los azúcares solubles frente 
a los ciclitoles como principales osmorreguladores en respuesta a sequía, se ha 
relacionado con las características de aridez del origen de la especie: aquellas especies 
procedentes de ecosistemas xéricos dependerían principalmente de la acumulación de 
ciclitoles, mientras que aquellas de hábitats mésicos, utilizarían azúcares solubles como 
osmolitos. Estas diferencias también muestran un control genético (Barchet et al., 2014; 
Merchant et al., 2006; Warren et al., 2011), pero no se ha establecido a nivel 
intraespecífico al considerar genotipos de poblaciones ecológicamente diferentes de 
Pinus pinaster (Meijon et al., 2016). 

Un incremento en los requerimientos de energía para el crecimiento de las plantas y la 
síntesis de metabolitos fundamentales a través del ciclo de la glucólisis-TCA (Fernie et 
al., 2004; Li et al., 2016; Zhao et al., 2016) se ha asociado a la tolerancia a sequía, y los 
metabolitos involucrados (ácidos málico, fumárico, succínico y cítrico, y los 
aminoácidos conectados a través de la derivación GABA, ácido glutámico y GABA) 
muestran aumentos pronunciados y consistentes en respuesta al déficit de agua, lo que 
sugiere claramente que su tasa metabólica está influida por la sequía (de Miguel et al., 
2016; Fernández de Simón et al., 2017).  

Cabe destacar, que la producción de ROS aumenta drásticamente en condiciones de 
déficit hídrico (Cruz de Carvalho, 2008) alterando el equilibrio oxidación-reducción 
celular, y produciendo daño oxidativo en componentes celulares imprescindibles para la 
supervivencia de la misma como membranas celulares, complejos proteicos y 
enzimáticos, ácidos nucleicos y pigmentos fotosintéticos. En acículas de Pinus la 
activación de los mecanismos de eliminación de ROS conlleva la sobreproducción de 
compuestos antioxidantes, regulando positivamente las vías metabólicas del ascorbato, 
shikimato/fenilalanina y fenilpropanoides, así como el catabolismo de ácidos 
diterpénicos o su movilización hacia otros tejidos (de Miguel et al., 2016; Fernández de 
Simón et al., 2017). En general, los cambios desencadenados por el déficit hídrico 
dependen de la síntesis y acumulación de aquellos compuestos fenólicos con mayor 
actividad antioxidante, como los flavonoles y los dihidroxicinamatos, así como el 
precursor 4-hidroxicinámico, probablemente para mejorar la tolerancia a estrés 
(Nakabayashi et al., 2014; Tattini et al., 2004). Al mostrar una correlación temporal 
entre la biosíntesis de flavonoides y los eventos de estrés oxidativo, los flavonoides 
podrían constituir un sistema antioxidante secundario (Agati et al., 2012), mejorando la 
tolerancia oxidativa y a la sequía por sobreacumulación de flavonoides (Meijon et al., 
2016; Nakabayashi et al., 2014). En cuanto a los hidroxicinamatos, la escasez de agua 
favorece la acumulación de derivados del cafeoilo (dihidroxilado) frente al cumaroilo 
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(monohidroxilado), mejorando la tolerancia a estrés (Nakabayashi et al., 2014; Tattini et 
al., 2004).  

Los metabolitos secundarios constituyen un grupo muy heterogéneo estructural y 
funcionalmente, y muchos de sus miembros están implicados en protección contra 
estrés biótico y abiótico (Hamanishi et al., 2015). Diversas peroxidasas, lacasas, 
transferasas, isomerasas y polifenol oxidasas están además implicadas en las rutas de 
metabolización de estos compuestos. A pesar de los avances en el conocimiento de la 
respuesta metabolómica a sequía, existe todavía un gran número de compuestos no 
identificados o de función indeterminada sobre todo teniendo en cuenta la variabilidad 
inter-específica (Warren et al., 2012) e intra-específica que existe a nivel de 
metaboloma (Davey et al., 2008).  

Uno de los objetivos de la Tesis consiste en profundizar en las dinámicas 
metabolómicas que modulan la respuesta de Pinus pinaster a sequía, así como en las 
conexiones a nivel de interactoma con la respuesta transcriptómica celular 
desencadenada, con el fin de conseguir una visión holística de los procesos adaptativos 
a déficit hídrico en la especie.  
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SISTEMAS DE PROPAGACIÓN VEGETATIVA EN ESPECIES FORESTALES

El injerto es la unión de dos genotipos, una púa o parte aérea que contiene las 
hojas/acículas y parte del tallo de uno de los genotipos, y un portainjerto, que contiene 
parte del tallo y raíces del otro genotipo, a través de su tallo, que crecen de manera 
conjunta y generan una planta única (Iglesias et al., 1999; Gautier et al., 2019). Las 
primeras evidencias documentadas del uso de técnicas de injerto se remontan a más de 
2.000 años en China, principalmente en especies de importancia para la producción de 
frutos, aplicándose en la actualidad tanto a especies angiospermas como gimnospermas 
(Pérez- Luna et al., 2020). El uso generalizado de injertos ha hecho necesaria la 
optimización de los protocolos a los distintos materiales (Mencuccini et al., 2007),
identificando las variables que afectan la adecuada supervivencia de plantas injertadas
como son la calidad del portainjerto, las condiciones hormonales de ambos órganos, la 
afinidad taxonómica y anatómica entre la púa y el portainjerto y las condiciones 
ambientales en las que se lleva a cabo el injerto (Pérez-Luna et al., 2020). 

Figura 1.4. Principales técnicas de injerto utilizadas en coníferas. (a) Técnica de hendidura lateral, (b) 
técnica de fisura terminal. Imagen adaptada de Aggie-horticulture ®.
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Las técnicas de injerto más utilizadas en coníferas son la hendidura lateral (lateral 
plating) y la fisura terminal (terminal fissuring) (Figura 1.4; Muñoz et al., 2013). La 
técnica de hendidura lateral consiste en realizar cortes longitudinales en el portainjerto y 
en la púa de entre 3-5 cm por los extremos que se injertan. En el portainjerto se realiza 
un segundo corte más pequeño en la base del primero de unos 0,5 cm retirando parte de 
la corteza, y en la púa se realiza un segundo corte en el extremo opuesto al primer corte. 
Hay que hacer coincidir la longitud del corte del portainjerto con el de la púa que se va a 
injertar. Por último, se unen ambos cortes, de tal manera que la púa quede firmemente 
unida al portainjerto, y se sella la zona con fungicida, mezclado con pintura vinílica y 
cera de cicatrización (Muñoz et al., 2013). La técnica de fisura terminal consiste en 
realizar un corte transversal en el cambium de la púa, eliminando la parte inferior del 
tallo, y un corte transversal de unos 3-4 cm en el extremo superior del tallo del 
portainjerto, haciendo coincidir la longitud y ángulos de corte. Nuevamente, se asegura 
la unión del injerto y se sella con fungicida para evitar la contaminación de hongos en la 
zona injertada. Si la púa es más pequeña que el portainjerto, debe colocarse en un lado 
del portainjerto para que las capas del cambium vascular coincidan a lo largo de ese 
lado. Numerosos estudios han demostrado el buen funcionamiento de ambas técnicas en 
injertos de especies del género Pinus (De-li et al., 2007; Vanderklein et al., 2007; Ávila 
y Pompa, 2008). Recientemente, se han comenzado a utilizar técnicas de injerto con 
yemas adventicias que permiten injertar múltiples púas en un único portainjerto 
(Mahunu et al., 2009), reduciendo así el tiempo de producción de semillas en huertos 
clonales (Pomper et al., 2009).  

La mayoría de especies de coníferas, como Pinus pinaster, se injertan con altas tasas de 
éxito en portainjertos intra-específicos (Cuevas-Cruz et al., 2015). Esta especie aumenta 
su recalcitrancia a la propagación vegetativa hasta los 3 - 5 años (Medina et al., 2007), 
limitando su capacidad de propagación clonal. Es por ello, que los programas de mejora 
genética y de conservación de los recursos genéticos forestales se basan en el diseño de 
huertos clonales para la producción de semillas formados por genotipos seleccionados 
cuyas púas están injertadas en portainjertos no seleccionados 
(https://www.mapa.gob.es/es/desarrollo-rural/temas/politica-forestal/recursos-geneticos-
forestales/rgf_red_centros.aspx). Consecuentemente, el estudio y comprensión de los 
mecanismos moleculares que regulan la relación injerto-portainjerto es de gran 
importancia para la mejora de los sistemas de propagación, y para la implementación de 
los mismos mediante la selección de patrones más adaptados a las condiciones 
ambientales adversas, como por ejemplo una mayor tolerancia a sequía.  
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EL INJERTO COMO ESTRATEGIA PARA MEJORAR LA TOLERANCIA A SEQUÍA  

 

El injerto sobre patrones tolerantes comenzó a usarse de forma generalizada en el 
cultivo de frutales durante la segunda mitad del siglo XX para contrarrestar el efecto de 
plagas y patógenos del suelo (Ke y Saltveit, 1988). En las últimas décadas esta técnica 
se ha comenzado a utilizar para mejorar la tolerancia a estrés abiótico y la absorción de 
nutrientes tanto en especies leñosas como no leñosas (Liu et al., 2014). En especies no 
leñosas se ha demostrado, por ejemplo, que el empleo de portainjertos de tomate 
(Solanum lycopersicum) tolerantes a distintos estreses bióticos o abióticos protege a las 
plantas injertadas frente a dichos estreses (Rivero et al., 2004; Singh et al., 2017; Spanò 
et al., 2020), o que el uso de portainjertos de pepino (Cucumis sativus) tolerantes a 
heladas, incrementa la tolerancia a estrés oxidativo y bajas temperaturas de las plantas 
injertadas (Zhou et al., 2009; Li et al., 2014). Conjuntamente, se han realizado 
numerosos estudios que confirman la viabilidad del uso de portainjertos tolerantes para 
la mejora de la tolerancia a estrés salino en tomate, melón (Cucumis melo) y pepino 
(Romero et al., 1997; Santa-Cruz et al., 2002; Fernandez-Garcıa et al., 2002; Estan et 
al., 2005; Ruiz et al., 2006; Martínez-Rodriguez et al., 2008), y su uso para inducir 
resistencia frente a la toxicidad de metales pesados, mejorar la absorción de nutrientes y 
aumentar la síntesis de hormonas endógenas (Ahmed et al., 2007; Dong et al., 2008; 
Rouphael et al., 2008; Huang et al., 2013). Asimismo, el injerto se ha extendido, 
empleándose para mejorar la calidad y el valor nutritivo de los cultivos (Kyriacou et al., 
2017). 

Respecto a la tolerancia a déficit hídrico, el injerto sobre portainjertos tolerantes a 
sequía mejora la respuesta de la planta, en parte debido a la modificación del diámetro y 
densidad de los vasos del xilema, que aumenta la conductividad hidráulica y reduce los 
procesos de cavitación (Tombesi et al., 2010, Alsina et al., 2011, Bauerle et al., 2011), 
pudiendomodificar la extensión horizontal y lateral del sistema radicular (Alsina et al., 
2011, Albacete et al., 2015, Ulas et al., 2019). Portainjertos tolerantes mejoran la 
respuesta de las púas al déficit hídrico aumentando el almacenamiento de carbohidratos 
no estructurales en las hojas, así como alterando las tasas fotosintéticas y la 
conductancia estomática no sólo a través de modificaciones en la conductancia 
hidráulica sino de compuestos moleculares, por ejemplo hormonas transportadas desde 
la raíz (Dodd et al., 2009, Alsina et al., 2011, de Ollas et al., 2018, Han et al., 2018). 
Estos estudios se han realizado principalmente en árboles frutales y plantas herbáceas 
(Erismann et al., 2008; Marguerit et al., 2012; Tramontini et al., 2013), mientras que los 
estudios realizados en especies forestales, en su mayoría angiospermas, son escasos, por 
lo que las incipientes conclusiones podrían no ser aplicables en gimnospermas. Estudios 
en chopo han demostrado que las púas injertadas en portainjertos tolerantes a sequía 
muestran mayores tasas de crecimiento y biomasa en comparación con los injertados en 
genotipos sensibles a déficit hídrico, tanto de manera constitutiva como en condiciones 
de estrés (Han et al., 2019), detectando una influencia recíproca púa-portainjerto en la 
mediación de la respuesta (Chen et al., 2019). Resultados similares se han observado en 
estudios realizados en pecán (Cao et al., 2019), observándose diferencias en la 
capacidad de ahorro de agua, modulación de la osmosis y sensibilidad a la respuesta 
estomática de la planta injertada en función del genotipo del portainjerto utilizado, 
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mientras quelos injertos de vides en portainjertos específicos afectaban los perfiles 
metabólicos globales de la planta (Cheng et al., 2020). A pesar de que los estudios de 
los efectos de los portainjertos tolerantes a sequía en las púas sensibles de coníferas son 
casi inexistentes, los resultados obtenidos en angiospermas sugieren que podrían 
mejorar la respuesta al déficit hídrico de púas de coníferas élite, pudiendo emplearse 
como estrategia para implementar los programas de mejora y conservación de estas 
especies. Este trabajo pretende aportar información sobre el efecto de los portainjertos 
de Pinus pinaster tolerantes al estrés hídrico en la respuesta de púas genotipos élite, 
sensibles a sequía, en situaciones de limitación del aporte hídrico.  
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HIPÓTESIS DE LA TESIS, OBJETIVOS Y ESTRUCTURA  

 

Esta Tesis persigue contribuir al conocimiento de los mecanismos moleculares y 
funcionales que controlan la adaptación a sequía empleando una estrategia 
multidisciplinar que combina estudios moleculares masivos de transcriptómica y 
metabolómica. Para ello, se diseñaron dos tipos de experimentos, empleando plantas 
con distinta sensibildad al estrés hídrico e injertos homoblásticos de Pinus pinaster 
comparando y combinando púas y portainjertos sensibles y tolerantes a estrés hídrico, 
según el siguiente plan de trabajo. 

En primer lugar, se analizó la respuesta a sequía de cuatro genotipos F1 procedentes del 
cruce controlado Gal 1056 x Oria 6, familia de referencia diseñada para estudiar la 
tolerancia a sequía en Pinus pinaster (de Miguel et al. 2012). El progenitor femenino, 
Gal 1056, era un pino élite del programa de mejora de Galicia, sensible a la sequía 
(Pontevedra, 42°10′N 8°30′W), y el progenitor masculino, Oria 6, era un árbol de la 
población natural de la Sierra de Oria (Almería, 37°31′N 2°21′W), tolerante a la sequía. 
La selección de los cuatro individuos progenie analizados en el primer diseño 
experimental se llevó a cabo en base a su respuesta a sequía: dos genotipos tolerantes y 
dos sensibles. Este estudio se planificó para identificar genes específicos de órgano 
expresados de forma constitutiva y diferencial al comparar ramets (copias clonales) de 
los genotipos crecidos en condiciones control frente a las réplicas sometidas a un déficit 
hídrico moderado.  

En segundo lugar, se seleccionaron dos genotipos progenie, uno tolerante y otro 
sensible a la sequía, cuyos ramets se emplearon como portainjertos sobre los que se 
injertaron púas de ambos progenitores, Gal 1056 y Oria 6. Este diseño permitía analizar 
el efecto del portainjerto en los mecanismos de respuesta transcriptómica y 
metabolómica a sequía moderada de las acículas de las púas injertadas.  

La hipótesis de partida se centra en la existencia de estrategias moleculares 
diferenciales que originan el rango de tolerancia al estrés hídrico observado en Pinus 
pinaster. Esta diversidad puede ser resultado de diferencias funcionales, tanto a nivel 
constitutivo como inducidas por dicho estrés, mostradas por genotipos tolerantes y 
sensibles. El estudio de las distintas estrategias de respuesta a sequía supone una ventaja 
adaptativa que podía utilizarse no sólo para la selección de genotipos tolerantes sino 
para su empleo como portainjertos con los que modular la respuesta a sequía de púas de 
árboles élite injertados. Existen 4 grandes factores que impulsan la hipótesis de trabajo:  

1. La amenaza real que suponen las condiciones de sequía en el área mediterránea. 
 

2. La diversidad de respuestas a estrés hídrico que muestra Pinus pinaster. 
 

3. El hecho de que la mayoría de especies de coníferas mediterráneas, incluida 
Pinus pinaster, sean recalcitrantes a la propagación vegetativa limitando el 
desarrollo de programas de mejora basados en la selección de genotipos de élite, 
generalmente para caracteres productivos. 
 

4. Diferentes estudios que demuestran que injertos sobre portainjertos tolerantes al 
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déficit hídrico incrementan la tolerancia a sequía de las púas injertadas. 
 

Con el fin de contrastar esta hipótesis abordamos el estudio de mecanismos 
responsables de la sensibilidad/tolerancia a estrés hídrico mostrados en la especie, 
persiguiendo dos amplios objetivos: 

1. Ampliar la comprensión de los mecanismos moleculares que controlan la 
tolerancia a sequía en distintos órganos, raíz, tallo y acícula, de genotipos 
seleccionados de Pinus pinaster, tanto a nivel constitutivo, como en respuesta a 
condiciones de estrés hídrico moderado. 
 

2. Analizar el empleo de genotipos seleccionados tolerantes a sequía como 
portainjertos, como estrategia para modular la respuesta a estrés hídrico de las 
púas injertadas desde un punto de vista transcriptómico y metabolómico, 
identificando cambios en los perfiles de inducción/represión de genes y síntesis 
de metabolitos.  
 

La Tesis está estructurada en 7 capítulos precedidos de una sección de Resumen 
inicial. El capítulo Introductorio (Capítulo 1), va seguido de un capítulo de Materiales y 
métodos (Capítulo 2), y un capítulo de Investigación (Capítulos 3). Este Capítulo 3 se 
subdivide a su vez en tres apartados estructurados como “Análisis funcional de los 
genes expresados de manera constitutiva y diferencial en genotipos tolerantes de Pinus 
pinaster en respuesta a estrés hídrico”, “Estudio del efecto del portainjerto sobre la 
expresión génica en acículas de injertos de Pinus pinaster en respuesta a estrés hídrico” 
y “Efecto del portainjerto sobre los patrones metabolómicos de plantas injertadas de 
Pinus pinaster en respuesta a estrés hídrico”. El desglose detallado de objetivos e 
hipótesis específicos de cada estudio, se presenta al comienzo de cada capítulo de 
investigación. En el capítulo de Discusión general (Capítulo 4) se analizan e integran 
los resultados obtenidos de los tres apartados de investigación, a la luz del conocimiento 
existente. Esta memoria finaliza con el capítulo de Conclusiones (Capítulo 5) 
resultantes del trabajo de investigación, y un capítulo de Referencias (Capítulo 6) y de 
Agradecimientos (Capítulo 7).  

El presente trabajo de Tesis ha dado lugar a distintas publicaciones de divulgación 
científica como se describe en la tabla 1.1, entre las que se encuentran 1 capítulo de 
libro (“Maritime pine genomics in focus”) en colaboración con grupos nacionales, 
europeos y norteamericanos; un artículo de primer autor en prensa (“Rootstock effects 
on scion gene expression in maritime pine”); y dos artículos publicados (“Molecular 
study of drought response (Pinus pinaster)”; “Scion-rootstock interaction and drought 
systemic effect modulate the organ-specific terpene profiles in grafted Pinus pinaster 
Ait”).
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MATERIAL VEGETAL 

 

Los dos diseños experimentales empleados contemplan el análisis de los progenitores 
y/o individuos de la progenie resultante del cruzamiento controlado de dos genotipos de 
Pinus pinaster: un progenitor femenino, Gal 1056, un árbol élite para la producción de 
madera procedente del programa de mejora de Galicia, del Centro de Investigación 
Forestal (CIF) de Lourizán (Pontevedra, 42º 10’ N 8º 30’ W), adaptado a clima costero 
atlántico de suaves temperaturas y elevada pluviometría, y un progenitor masculino, 
Oria 6, procedente de la población natural de la Sierra de Oria (Almería, 37º 31′ N 2º 
21′ W; Figura 2.1), de escaso tamaño, adaptado a un clima mediterráneo seco de 
temperaturas elevadas y escasa pluviometría, con buena respuesta a la sequía (Aranda et 
al., 2010 y Sánchez-Gómez et al., 2010). La caracterización fenotípica, molecular y 
fisiológica de la respuesta a estrés hídrico de 162 individuos progenie permitió 
determinar el rango de variabilidad de tolerancia a sequía de la progenie mediante la 
carcaterización del comportamiento de cada uno de los genotipos. El genotipado de 
progenitores y progenie con más de 2.000 marcadores SNPs y microsatélites nucleares 
permitió no sólo construir los mapas genéticos de los progenitores, en base al análisis de 
su segregación en los distintos individuos F1, sino llevar a cabo un análisis de QTLs y 
determinar las regiones del genoma que controlan los distintos parámetros analizados en 
los tres/cuatro ramets (réplicas clonales) de cada genotipo progenie (de Miguel et al., 
2012a; 2014). En esta memoria denominamos “clon” a cada genotipo de la progenie y 
“ramet” a cada réplica obtenida a partir de un genotipo mediante propagación 
vegetativa.  

 

Obtención de ramets 

 

Los genotipos de la progenie fueron propagados vegetativamente durante sus primeros 
cinco años, realizando cada año tres o cuatro rondas de propagación. En cada ronda de 
propagación, las plantas se mantuvieron en condiciones de buen riego, manteniendo seis 
esquejes por planta madre en cama caliente para su enraizamiento durante 7 meses. La 
temperatura en el medio de enraizamiento fue de 20 ºC, y la humedad relativa superior 
al 70 %. Posteriormente, las plantas enraizadas se transplantaron a macetas de 1,5 L con 
una mezcla 3:1 v:v de turba:arena, fertilizándolas regularmente con Abofol 1,5 g/ L de 
N:P:K 24:16:12 y Sequestrene 1,5 g/ L de Fe (Syngenta, Basilea, Suiza), y se 
dispusieron en cuatro bloques en un invernadero del Institituto Nacional de 
Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria, INIA-Madrid (40°27′N 3°44′W), 
siguiendo un diseño de bloques incompletos, con una distribución aleatoria de un ramet 
por clon en cada bloque (de Miguel et al., 2012).  
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Figura 2.1. Población de Pinus pinaster de la Sierra de Oria (Almería). (a) Progenitor masculino Oria 
6. (b) y (c) Panorámicas de la población natural de la Sierra de Oria. Fotografías tomadas en junio de 
2018.

Genotipos seleccionados para los diseños experimentales

Para abordar el estudio de los genes expresados diferencialmente entre genotipos de 
Pinus pinaster sometidos a estrés hídrico se seleccionaron seis ramets de dos años de 
cuatro clones de la progenie, dos sensibles (4, 147) y dos tolerantes (132, 144) a sequía. 
Para su aclimatación, los 24 ramets se mantuvieron en una cámara de crecimiento
(Fitoclima 10000EHHF, Aralab Ltd) durante dos meses bajo condiciones control: riego 
a capacidad de campo, 70% de humedad relativa, 20-25 ºC de temperatura, un 
fotoperiodo de 16/8 y 13h de intensidad lumínica máxima a 800 μmol de fotones m-2 s-1. 

El estudio transcriptómico y metabolómico del efecto del portainjerto sobre la respuesta 
a estrés hídrico de púas de Pinus pinaster se llevó a cabo analizando seis plantas de cada 
una de las cuatro construcciones diseñadas combinando genotipos con diferente grado 
de tolerancia a la sequía. Los injertos homoblásticos (púa y porta pertenecientes a una
misma especie) estaban constituidos por dos individuos progenie, uno sensible (1) y 
otro tolerante (18) a la sequía, (de Miguel et al., 2012 y 2014), empleados como 
portainjertos R1S y R18T, sobre los que se injertaron púas de los progenitores, Gal 
1056 y Oria 6, pinos sensible y tolerante a la sequía, respectivamente. 

a b

c
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Los injertos se llevaron a cabo en marzo de 2016 por un especialista del MAGRAMA 
en el Centro de Mejora Genética Forestal de Valsain (Segovia, España). Para ello, se 
utilizaron ramets de dos años de edad de los genotipos seleccionados como 
portainjertos. En diciembre de 2016, los injertos se trasplantaron a contenedores de 6 L 
y se trasladaron al invernadero del INIA-CIFOR durante dos meses. Posteriormente, los 
pinos injertados se aclimataron durante otros dos meses adicionales en cámaras de 
crecimiento (Fitoclima 10000EHHF, Aralab Ltd) con condiciones ambientales 
controladas de 14/10 h de fotoperiodo, 25-20 ºC de temperatura media en los periodos 
de luz (400 mmol de fotones m-2 s-1) y oscuridad respectivamente, y 65-60 % de 
humedad relativa (Figura 2.2). 

Figura 2.2. Injertos de P. pinaster establecidos para el estudio del efecto del portainjerto sobre el 
transcriptoma y metaboloma de la púa injertada en respuesta a sequía. (a) Progenitor femenino (Gal 
1056) injertado sobre el portainjerto tolerante (R18T), y (b) sensible (R1S); (c) progenitor masculino 
(Oria 6) injertado sobre el portainjerto tolerante (R18T), y (d) sensible (R1S). Fotografías tomadas en 
junio del 2017.
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DISEÑOS EXPERIMENTALES  

 

En este estudio se llevaron a cabo dos diseños experimentales. Es importante señalar 
que debido a que el comportamiento estomático y, en general, el intercambio de gases 
en las hojas sigue un ritmo circadiano, y por tanto la respuesta fisiológica a sequía 
también varía a lo largo del día, la cosecha de las muestras tras los experimentos de 
simulación de sequía se llevó a cabo, en ambos casos, entre las 10 y las 15 h, cuando la 
conductancia estomática y las tasas fotosintéticas se encontraban en su punto más alto. 

En el estudio de los genes expresados diferencialmente entre genotipos de Pinus 
pinaster sometidos a estrés hídrico, basado en el análisis de 24 ramets pertenecientes a 
cuatro genotipos, se empleó un estrés hídrico moderado. En el experimento, tres ramets 
de cada uno de los cuatro genotipos se sometieron a déficit hídrico, mientras que los tres 
ramets restantes, 12 en total, se mantuvieron en condiciones control, que fueron las 
mismas que las empleadas en la aclimatación. Las plantas control bien regadas (WW), 
se mantuvieron con un contenido volumétrico de agua en el suelo (VWC) superior al 
20%, mientras que, en las plantas sometidas a estrés hídrico (WD), el VWC se redujo 
progresivamente a lo largo de 19 días hasta alcanzar el 5%, manteniendo estas 
condiciones durante 43 días adicionales (Sánchez-Gómez et al., 2017). Al final del 
periodo de sequía, se recolectaron raíces, tallos y acículas de cada ramet y se 
almacenaron a --80ºC (Figura 2.3).  

 

 

Figura 2.3. Esquema del experimento para estudiar los genes expresados diferencialmente entre 
genotipos de Pinus pinaster sometidos a estrés hídrico.  
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El estudio transcriptómico y metabolómico del efecto del portainjerto sobre la respuesta 
a estrés hídrico de las púas de Pinus pinaster se llevó a cabo sometiendo tres de las 6 
copias de cada tipo de injerto a estrés hídrico, manteniendo las otras tres en condiciones 
control. Las plantas, distribuidas aleatoriamente en dos cámaras de crecimiento, se 
sometieron, tras los dos meses de aclimatación, a patrones de riego distintos. Las 
plantas control (WW) se mantuvieron con las mismas condiciones de crecimiento que 
en la fase de aclimatación, descritas en el expreimento anterior, con valores de VWC 
superiores al 20 vol.%, mientras que los injertos restantes se sometieron a un estrés 
hídrico moderado, reduciendo progresivamente el contenido hídrico del suelo hasta 
alcanzar el 5 vol.% durante 51 días, manteniéndolas en esta fase durante 13 días 
adicionales. Las acículas, los tallos de las púas, los tallos de los portainjertos, y las 
raíces, se cosecharon, congelaron en nitrógeno líquido y almacenaron a -80ºC (Figura 
2.4).  

 

 

 

 

Figura 2.4. Esquema del experimento para estudiar el efecto del portainjerto sobre la respuesta de 
las púas de Pinus pinaster a estrés hídrico. A la izquierda se muestran las construcciones, en el panel 
superior derecho el esquema del experimento de sequía y en el panel inferior la distribución de los ramets 
en los distintos tratamientos así como la recolección individualizada de cada órgano. 
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EXTRACCIÓN DE ARNs, PREPARACIÓN DE LAS BIBLIOTECAS DE ADN c Y ANÁLISIS 
ARN-Seq 

 

Cada muestra de cada órgano congelado, se trituró individualmente usando un molino 
CryoMill (Retsch), refrigerado con nitrógeno líquido. La extracción del ARN total de 
cada muestra para el estudio de los genes expresados diferencialmente entre genotipos 
de Pinus pinaster sometidos a estrés hídrico se llevó a cabo empleando el kit PureLink 
Plant RNA Reagent Kit (Invitrogen). Una vez extraídos, 100 μg de ARN total de cada 
muestra se digirieron con RQ1 RNase-free DNase I (Promega, Madison, EEUU) durante 
30 min a 37 ºC, y se purificaron utilizando el Amicon Ultra 0,5 mL (Millipore 
Corporation, Billerica, EEUU). La concentración de cada extracto de ARN total se 
realizó utilizando el kit RNA MinElute CleanUp (Qiagen). Para el estudio 
transcriptómico del efecto del portainjerto, la extracción del ARN total de cada muestra 
de acículas se llevó a cabo empleando el kit Plant/Fungi Total RNA Purification® 
(Norgen Biotek Corp., Thorold. ON, Canadá). La concentración de ARN se determinó 
midiendo el valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm (Thermo 
Scientific, Nanodrop 1000). La pureza de los ARNs extraídos se estimó analizando las 
relaciones de absorbancias A260/A280 y A260/A230 nm para cada muestra, mientras 
que su integridad se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). 
Finalmente, se analizaron utilizando el Bioanalizador 2100 y el kit RNA 6000 Nano 
(Agilent). Aquellas muestras con un Número de Integridad de ARN (RIN) superior a 7 
se utilizaron para la preparación de las librerías de ADNc. 

El estudio de los genes expresados diferencialmente entre genotipos de Pinus pinaster 
sometidos a estrés hídrico se llevó a cabo mediante un análisis de mezclas de ARN. Se 
prepararon 12 mezclas con cantidades equimolares de ARNs procedente de cada órgano 
(raíz, tallo y acículas), tanto de las muestras control WW (mezclas 1-3), como sometidas 
a déficit hídrico, WD (mezclas 4-6), de los ramets de los genotipos sensibles a la sequía, 
como en las muestras respectivas WW (mezclas 7-9) y WD (mezclas 10-12) de los 
ramets tolerantes a la sequía (Figura 2.5). Estas mezclas se emplearon como molde para 
la construcción de las 12 librerías de ADNc. La retrotranscipción de los ARNs a ADNc 
se llevó a cabo siguiendo el protocolo de Mint‐2 (Biocat), empleando posteriormente 
una nucleasa específica de heterodúplex (DSN) para la normalización siguiendo el 
protocolo de Trimmer (Biocat). Una vez obtenidos los diferentes ADNc se procedió a la 
eliminación de las colas poliA, que interfieren en la secuenciación, mediante el 
tratamiento con el enzima GSU I. Los ADNc se emplearon para la construcción de las 
librerías de secuenciación siguiendo el protocolo Rapid Library Preparation Method 
Manual. Se emplearon adaptadores de secuenciación que incluían MIDs (código de 
secuencias para identificación de las muestras) lo que permitió secuenciar 
conjuntamente varias muestras en una misma carrera. La secuenciación de las 12 
librerías ADNc se llevó a cabo empleando el protocolo Sequencing Method Manual - 
GS FLX+ /XLR70 en la plataforma GS-FLX 454 de Roche de ADM Lifesequencing 
S.L. (Valencia, España). 
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Figura 2.5. Resumen de las 12 muestras analizadas que corresponden a las 12 mezclas de genotipos 
sensibles o tolerantes, tratamiento (WW o WD) y órgano. Figura de Nuria et al., (2020).  

 

Para el estudio transcriptómico del efecto del portainjerto sobre la respuesta a estrés 
hídrico de las acículas de púas de Pinus pinaster se construyeron 24 librerías ADNc 
utilizando el kit Illumina TruSeq RNA library Prep v2. La secuenciación de las 24 
librerías se llevó a cabo en la plataforma Illumina NextSeq 500 de ADM 
Lifesequencing S.L. (Paterna, Valencia, España). 
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PROCESAMIENTO DE SECUENCIAS Y ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL  

 

Las lecturas GS-FLX 454 e Illumina asociadas a los dos estudios llevados a cabo se 
procesaron empleando dos estrategias de análisis diferentes:  

1. El estudio de los genes expresados diferencialmente comparando genotipos de Pinus 
pinaster con distinto grado de tolerancia a sequía sometidos a estrés hídrico, 
empleando mezclas de ARNs, se llevó a cabo mediante un mapeo inicial de las 
lecturas filtradas contra el transcriptoma de referencia de Pinus pinaster, seguido del 
ensamblaje de novo de las lecturas no mapeadas para la identificación de nuevos 
transcritos, generando así un nuevo transcriptoma resultante de la suma de ambos. 

El análisis bioinformático se inició con un estudio de la calidad de las lecturas tanto 
antes como durante el procesamiento de las secuencias usando el software FastQC 
(Andrews, 2010). El procesamiento de las lecturas se llevó a cabo en varias fases. 
Primero se eliminaron secuencias con un factor de calidad (Q) < 20, secuencias que 
presentaban alto grado de similitud con microorganismos o plástidos, y/o de baja 
complejidad, empleando el software SeqTrimNext (Falgueras et al., 2010). El 
segundo filtrado eliminaba lecturas procesadas que mostraban secuencias 
sobreexpresadas o con una proporción alta de contenido Kmer; también se 
eliminaron los 50 pb de los extremos finales utilizando el kit FastX. Los análisis 
posteriores se llevaron a cabo empleando el software CLC Genomics Workbench 10 
(CLC Bio, Aarhus, Dinamarca). Las lecturas se mapearon contra todos los transcritos 
contenidos en el transcriptoma de referencia de Pinus pinaster disponible en la web 
PLAZA (Proost et al., 2009). Las lecturas no mapeadas se recuperaron y se 
ensamblaron de novo para la identificación de potenciales nuevos transcritos de más 
de 200 pb, que serían añadidos al transcriptoma para su uso en los siguientes pasos 
(Figura 2.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.6. Diagrama de flujo del procesamiento de secuencias y del análisis de expresión 
diferencial. Figura adaptada de Nuria et al., 2020. 
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El nuevo transcriptoma generado se reanotó utilizando la base de datos de proteínas 
RefSeq y un subconjunto de especies vegetales modelo ricas en anotaciones 
funcionales, así como la base de datos de PineRefSeq (http://congenie.org/), que 
contiene proteínas codificadas procedentes de genomas de coníferas secuenciados, 
utilizando para ambas bases de datos un umbral de valor e de 10-5. El transcriptoma 
anotado fue importado al software Blast2GO de OmicsBox v1.2.4 (Conesa et al., 
2005) para determinar la Ontología Genética (GO) de las diferentes ontologías GO 
(proceso biológico, función molecular y componente celular) asociadas a los genes 
homólogos en especies modelo. Se realizaron anotaciones adicionales según la 
similitud con familias, dominios y sitios funcionales proteicos utilizando el Software 
InterProScan, también se analizaron las vías KEGG activas (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes; Kanehisa, 2000), y se filtraron las anotaciones GO según el 
software Plant GO-Slim implementado en OmicsBox v1.2.4 (Figura 2.6). Las 
lecturas de cada biblioteca se mapearon contra el transcriptoma generado, 
descartando aquellas con múltiples posiciones de mapeo. Se utilizó la prueba Kal`s Z 
test implementada en el software CLC Genomics Workbench v.10 (CLC Bio, 
Aarhus, Dinamarca) para el análisis estadístico de los genes expresados 
diferencialmente (GEDs). Se determinó que para la detección de un GED se debían 
cumplir tres condiciones: valor p < 0,005; valor de Fold Change (FC) < -1,5 ó > 1,5; 
y diferencia en los valores de recuento superior a 5.  

Este estudio permitió la identificación de genes expresados diferencialmente, así 
como de genes expresados constitutivamente al comparar plantas WW y WD a nivel 
de los órganos de los genotipos tanto sensibles como tolerantes. Este análisis 
posibilitó la identificación de genes específicos de órgano, agrupando los datos de 
raíz, tallos y acículas utilizando el paquete Limma (Ritchie et al., 2015) del software 
Babelomics 5.0 (Alonso et al., 2015) con un valor p corregido de False Discovery 
Rate (FDR) < 0,001. El enriquecimiento de los términos GO se analizó utilizando el 
software FatiGO implementado en OmicsBox (Al-Shahrour et al., 2007), 
considerando valores p < 0,05. Los diagramas de Venn se obtuvieron utilizando el 
software Venny 2.1 (Oliveris, 2015). El análisis de enriquecimiento de las vías 
KEGG se llevó a cabo utilizando el software GSEA (Subramanian et al., 2005) 
incluyendo todos los genes expresados diferencialmente según la prueba estadística 
de Kal´s Z. Los análisis se realizaron con 1.000 permutaciones de conjunto de genes 
y las rutas con valores p < 0,05 se consideraron correlaciones positivas o negativas. 

2. El estudio transcriptómico del efecto de los portainjertos sobre la respuesta a estrés 
hídrico de acículas de púas de Pinus pinaster se llevó a empleando un ensamblaje de 
novo de las lecturas filtradas seguido de un mapeo frente al transcriptoma de 
referencia de esta especie. El análisis bioinformático se inició con un estudio de las 
lecturas sin procesar procedentes de la secuenciación de las 24 bibliotecas de ADNc 
de las acículas de los injertos analizados empleando el software FastQC, para 
descartar las secuencias flanqueantes y las lecturas de baja calidad (Q<20), así como 
las secuencias cortas < 30 pb utilizando el software reformat.sh (Bushnell, 2014). 
También se llevó a cabo la eliminación del ARN ribosómico con el software 
Sortmerna (Kopylova et al., 2012). Las lecturas filtradas se mapearon contra el 
transcriptoma de referencia de Pinus pinaster descrito en el apartado anterior, 
aplicando un método de quasi-mapeo con un tamaño kmer > 31 pb mediante el uso 



MATERIALES Y MÉTODOS 

del software Salmon (Patro et al., 2017). Los genes se anotaron funcionalmente 
utilizando la herramienta BlastX implementada en el software OmicsBox v1.2.488 
contra las siguientes bases de datos: secuencias de proteínas no redundantes del 
NCBI (nr) (O’Leary et al., 2016), SwissProt (Bairoch y Apweiler, 2000) e Interprot 
(Hunter et al., 2009), con un porcentaje de identidad superior al 55% y un valor e de 
corte (cutoff e-value) de 10-6.  

Si la alineación de las lecturas con las diferentes bases de datos mostraba resultados 
no coincidentes, se priorizó aquellos obtenidos con SwissProt, nr e InterPro, por ese 
orden. Además, se utilizó la herramienta KEGG Ortholog para la identificación de 
redes de interacción molecular, y los softwares de anotación de Ontología Genética 
(GO) y Plant GO-Slim, implementados en OmicsBox v1.2.488 para determinar las 
diferentes ontologías GO. Por último, las funciones de los genes identificados se 
evaluaron comparándolas con Sustainpine, la base de datos de Pinus pinaster 
(http://www.scbi.uma.es/sustainpine/).  

Para la estimación de los niveles de expresión diferencial, se llevó a cabo un análisis 
cuantitativo utilizando el software Salmon y el paquete en R, DESeq2, según los 
procedimientos descritos en Love et al., (2014). Las cuantificaciones se modelaron 
para cada gen, calculando los factores de tamaño y dispersión, con el fin de obtener 
estimaciones más precisas. Los factores de corrección de los tamaños de las librerías 
se calcularon utilizando el método de normalización de las medias de ratios (Anders 
y Huber, 2010) implementado en el paquete DESeq2, y aquellos genes que 
presentaban un valor p corregido de FDR < 0,05, valores de Log2 FC ≤ -1,5 ó ≥ 1,5, 
y un recuento de genes ≥ 5, se consideraron como GEDs. La clasificación funcional 
de los GEDs identificados se visualizó gracias a herramientas implementadas en el 
software MapMan (Usadel et al., 2009). El análisis de expresión génica diferencial 
perseguía dos objetivos principales: (1) la identificación de GEDs en las acículas de 
las púas de cada planta, en función del portainjerto sobre el que se injertaron, en 
condiciones control, y (2) en respuesta a sequía.  
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VALIDACIÓN DE LOS DATOS DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE PCR 
CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (RT-qPCR)

Para validar tanto el estudio transcriptómico realizado con genotipos sensibles y 
tolerantes de la progenie de Pinus pinaster, como el estudio transcriptómico del efecto 
de los portainjertos sobre la respuesta a estrés hídrico de acículas de púas de Pinus 
pinaster,  se analizó la expresión de un conjunto de GEDs mediante RT-qPCR (Tabla 
2.1 y Tabla 2.2). La RT-qPCR es una variante de la reacción en cadena de la polimerasa 
que emplea transcriptasa inversa para retrotranscribir el ARN en ADNc antes de ser 
amplificado mediante PCR cuantitativa, permitiendo cuantificar el producto. Los 
cebadores específicos de los genes analizados en ambos estudios se diseñaron utilizando 
la herramienta NCBI Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), 
empleando el transcrito 18S rARN como control interno, para estimar la acumulación 
de transcritos. La síntesis de ADNc se llevó a cabo a partir de 500 ng de ARN total 
utilizando el sistema de síntesis de primera cadena SuperScript III (Invitrogen) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. La qPCR se llevó a cabo en un termociclador 
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR, utilizando FastStart Universal SYBR 
Green Master (Rox; Roche). Se analizaron tres réplicas biológicas de cada ramet y 
genotipo, y se realizaron tres réplicas técnicas de cada réplica biológica. La qPCR se 
llevó a cabo con 12,5 ó 25 ng de ADNc, 500 nM de cebador directo, 500 nM de cebador 
inverso y 1x SYBR Green Master, con un programa que contaba con un paso inicial de 
10 min a 95ºC, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 ºC y 60 s a 60 ºC. Se incluyó un 
análisis de curva de fusión para verificar la especificidad de cada cebador. La expresión 
relativa se calculó mediante el método ∆∆Ct (Ct=ciclo de umbral) utilizando el software 
7500 (Life Technologies). 

Tabla 2.1. Validación RT-qPCR de la expresión de GEDs resultante del estudio ARN-Seq de los 
genes expresados diferencialmente comparando genotipos de Pinus pinaster con distinto grado de 
tolerancia a sequía, sometidos a estrés hídrico. GEDs analizados y secuencias de los cebadores directos 
y reversos utilizados. Figura adaptada de Nuria et al., (2020). 
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Tabla 2.2. Validación RT-qPCR de la expresión de GEDs resultante del estudio ARN-Seq del efecto 
del portainjerto sobre la respuesta a estrés hídrico de acículas de púas de Pinus pinaster. GEDs y 
secuencias de los cebadores directos y reversos utilizados.
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EXTRACCIÓN DE METABOLITOS 

 

Las mismas muestras de acículas molidas que habían sido utilizado para la extracción 
de ARN en los estudios transcriptómicos, junto con las moliendas de las muestras de 
tallos de púas, tallos de portainjertos y de raíces, se emplearon para la extracción de 
metabolitos en el análisis de las variaciones de los perfiles metabolómicos inducidos por 
las púas o por los portainjertos en respuesta a sequía (Figura 2.8).  

 

 

Figura 2.8. Flujo de trabajo en el análisis metabolómico de las muestras de acículas, tallos de púas, 
tallos de portainjertos y raíces de los injertos de Pinus pinaster en respuesta a sequía. Figura 
adaptada de Alonso et al., 2015. 

 

La extracción de metabolitos se realizó en dos etapas. Primero se extrajeron los terpenos 
y ácidos grasos mediante solventes no polares, siguiendo el procedimiento que se 
describe en Fernández de Simón et al. (2001), utilizando 1 mL de éter de petróleo/éter 
dietílico (1:1 v/v) con isobutilbenceno, heptadecano y ácido heptadecanoico 
(concentración 0,025 mg mL-1) como patrones internos, para extraer aproximadamente 
250 mg de muestra. El extracto se utilizó directamente para el análisis de terpenos 
volátiles neutros por cromatografía de gases y espectrometría de masas (GC-MS). Para 
el análisis de los ésteres metílicos de ácidos grasos y resínicos, se tuvo que llevar a cabo 
la eliminación previa del disolvente, la redisolución del residuo obtenido en 1 mL de 
metanol, y la adición de 50 μL de reactivo de metilación (hidróxido de tetrametil 
amonio). El resto de metabolitos se extrajeron a continuación como se describe en 
Fernández de Simón et al. (2017), utilizando 200 μL de cloroformo en baño de 
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ultrasonidos durante 15 min a temperatura ambiente, y 800 μL de agua/metanol (1:3 
v/v) con el estándar interno (metil-β-D- galactopiranósido a 2 mg mL-1) en baño de 
ultrasonido durante otros 20 min, para extraer 5 mg de muestra. El extracto se 
centrífugó y se tomaron dos alícuotas de 300 μL de sobrenadante, que se secaron 
mediante una corriente de nitrógeno. En una de las alícuotas ya seca se obtuvieron los 
derivados trimetilsililados de sus componentes previamente al análisis por GC-MS. Para 
ello se añadieron 30 μL de una solución de 20 mg/mL de clorhidrato de metoxiamina en 
piridina, calentándolo a 60 ºC durante 4 h, y añadiéndo 30 μL de MSTFA (N-Methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamide), manteniéndolo durante 1 h a temperatura ambiente. 
La otra alícuota seca se redisolvió con una mezcla de agua-metanol (1:1), y 10 l se 
analizaron mediante HPLC-DAD. Cada extracción se llevó a cabo por duplicado.  
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ANÁLISIS DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFÍA DE GASES -ESPECTROMETRÍA 
DE MASAS (GC-MS),  CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS-DETECTOR DE DIODO ARRAY 
(HPLC-DAD) Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

Los extractos se analizaron utilizando un sistema GC Agilent 6890N (Palo Alto, 
California, EEUU) equipado con un espectrómetro de masas de cuadrupolo simple 
Agilent 5973N, como se describe en Fernández de Simón et al. (2017), trabajando 
siempre en modo de bloqueo del tiempo de retención (RTlock) para reducir la variación 
del tiempo de retención de una carrera a otra. Se utilizó una columna capilar Agilent 
HP-5 (30 m x 0,25 mm i. d., espesor de película de 0,25 μm) con helio como gas 
portador. Las condiciones cromatográficas para el análisis de terpenoides y ácidos 
grasos libres se describen en Arrabal et al. (2014): temperatura del inyector, 260 ºC; 
temperatura de la columna, 60 ºC durante el split (2 min, 5:1) calentando después a 4 ºC 
min–1, hasta 272 ºC (manteniéndolo 10 min); flujo constante 1 mL min-1; línea de 
trasferencia del detector de MS, 290 ºC (fuente 230 °C y quadrupolo 150 °C); detección 
en modo de impacto electrónico con una energía de ionización de 70 eV, en un rango de 
m/z 35-400. Para el extracto trimetilsililado se utilizó el método Fiehn preprogramado 
suministrado en el software Agilent G1676AA Fiehn GC/MS Metabolomics RTL 
Library (2013). Las condiciones cromatográficas fueron: temperatura del inyector, 250 
ºC; temperatura de la columna, 60 ºC durante el split (1 min, 10:1), calentando después 
a 10 ºC min–1, hasta 325 ºC (manteniéndolo 10 min); flujo constante 0.8 mL min-1; línea 
de trasferencia del detector de MS, 290 ºC (fuente 230 °C y quadrupolo 150 °C); 
detección en modo de impacto electrónico con una energía de ionización de 70 eV, en 
un rango de m/z 50-600. La identificación de los compuestos se realizó comparando sus 
índices de retención (usando los hidrocarburos C8-C40 como patrones internos) y los 
patrones de fragmentación de los espectros de masas con los de: i) una biblioteca de 
referencia interna construida con unos 300 patrones comerciales que fueron analizados 
en las mismas condiciones, ii) bibliotecas comerciales de espectros de masas (Agilent 
Fiehn GC-MS Metabolomics RTL Library, Wiley7/Nist05 GC/MS Library y Adams, 
1989) con una coincidencia mayor al 95%, y iii) datos publicados en la literatura 
científica. Para la determinación cuantitativa de cada compuesto, se utilizó el método de 
patrón interno, empleando las áreas de los picos obtenidas mediante la monitorización 
de iones seleccionados. Las calibraciones realizadas con compuestos puros de 
referencia, analizados en las mismas condiciones, se utilizaron para calcular las 
concentraciones de cada compuesto cuando el estándar de referencia puro no estaba 
disponible o cuando los compuestos no estaban totalmente identificados. 

El análisis de compuestos polifenólicos se llevó a cabo empleando un sistema de 
cromatografía líquida (LC) Agilent 1100 L equipado con un detector de diode array 
(DAD), y software Chemstation for LC 3D systems Rev B.03.02 (Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA, USA). Columna Hypersil ODS C18 (200 mm x 4 mm i.d., tamaño de 
partícula de 5 μm), mantenida a 30 ºC y protegida con una pre-columna del mismo 
material (4 mm x 4 mm i.d.) (Agilent Technologies). La detección se realizó a 325±150 
nm, obteniéndose también los espectros UV/Vis (190-400 nm). Las condiciones de 
elución fueron: flujo, 1 mL min-1; temperatura, 30 ºC; solvente A = agua/ácido fosfórico 
(999/1, v/v), solvente B = metanol/ácido fosfórico (999/1, v/v); gradiente, 0–20 min, 
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100–85% A, 20–30 min, 85–75% A, 30–50 min, 75–50% A, 50–70 min 50–0% A, 70–
75 min 0% A. La identificación de los compuestos se basó en un análisis anterior 
mediante LC-DAD-QTOF (Liquid Chromatography-Diode Array Detector-Quadrupole 
Time-of- flight) (Fernández de Simón et al., 2017). La cuantificación de compuestos se 
llevó a cabo mediante el método de patrón externo. La concentración de cada sustancia 
se midió comparándola con una calibración realizada con el compuesto estándar puro 
analizado en las mismas condiciones. Se utilizó la calibración de un compuesto 
estructuralmente similar cuando no se disponía del estándar de referencia puro. El 
análisis estadístico se llevó a cabo mediante el software de código abierto 
MetaboAnalyst 4.0 (Chong et al., 2018). Los datos brutos se transformaron 
logarítmicamente, se escalaron en Pareto y se sometieron a un análisis univariante y 
multivariante.  Se realizó una prueba univariante (ANOVA) para cada compuesto con el 
fin de evaluar los cambios significativos con respecto a las muestras utilizadas como 
control. Para analizar las diferencias significativas se aplicaron las pruebas de Tukey-
HSD y FDR, obteniendo los valores ajustados de p (q-values), considerando 
significativos los inferiores a 0,05. Con el fin de identificar compuestos clave que 
pudieran discriminar entre las acículas según el genotipo de la púa (Gal 1056 vs Oria 6) 
o del portainjerto (R1S vs R18T), se realizó un análisis multivariante en las muestras 
control mediante análisis discriminantes de mínimos cuadrados parciales ortogonales, 
OPLS-DA. También se realizó otro análisis OPLS-DA utilizando la sequía como 
variable dependiente, para intentar detectar aquellos compuestos que sufren cambios 
cuantitativos intensos provocados por la sequía. En los análisis OPLS-DA, se tuvieron 
en cuenta aquellos valores de correlación con p > 0,5 respecto al componente predictivo 
para la identificación de metabolitos con mayor carga en el modelo. Además, la 
capacidad predictiva (Q2) del modelo se utilizó como criterio de calidad. Por último, se 
llevó a cabo un análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales escasos (sPLS-
DA) considerando conjuntamente los factores de sequía (WW vs WD) y genotipo de la 
púa (Gal 1056 vs Oria 6) y portainjerto (R1S vs R18T). El análisis sPLS-DA clasifica 
las muestras seleccionando las características más predictivas o discriminativas de entre 
todos los datos (Lê Cao et al., 2011). La bondad estadística de los modelos 
multivariantes sPLS-DA, se evaluó utilizando una validación cruzada (CV) de cinco 
veces con un número creciente de cinco componentes (5) creados utilizando un número 
específico de variables (50).  
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ESTUDIO DE LOS GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE EN PLANTAS DE PINUS 
PINASTER  SOMETIDAS A ESTRÉS HÍDRICO: ANÁLISIS DEL TRANSCRIPTOMA DE 
ACÍCULAS, TALLOS Y RAÍCES DE GENOTIPOS QUE MUESTRAN DISTINTO GRADO 
DE TOLERANCIA A SEQUÍA  

 

 

Basado en el artículo: Nuria de María, María Ángeles Guevara, Pedro Perdiguero, 
María Dolores Vélez, José Antonio Cabezas, Miriam López‐Hinojosa, Zhen Li, Luís 
Manuel Díaz, Alberto Pizarro, José Antonio Mancha, Lieven Sterck, David Sánchez‐
Gómez, Célia Miguel, Carmen Collada, María Carmen Díaz‐Sala and María Teresa 
Cervera (2020) Molecular study of drought response in the Mediterranean conifer 
Pinus Pinaster Ait.: differential transcriptomic profiling reveals constitutive water 
deficit‐independent drought tolerance mechanisms. Ecology and Evolution. 10(18): 
9788-9807. 

 

El objetivo de este estudio fue profundizar en el conocimiento de los mecanismos 
moleculares implicados en la respuesta a sequía de acículas, tallos y raíces de genotipos 
de Pinus pinaster que muestran distinto grado de tolerancia a sequía. Este trabajo se 
centra en la disección de la respuesta a estrés hídrico, a nivel transcriptómico, de 
genotipos seleccionados procedentes de una familia que segrega para la 
tolerancia/sensibilidad a dicho estrés, caracterizada previamente (de Miguel et al., 
2012a, 2014, 2016). En concreto, y de acuerdo con lo previamente descrito en 
materiales y métodos, el estudio se centró en cuatro genotipos, los individuos de la 
progenie 4 y 147 sensibles y 132, 144, tolerantes a la sequía, cada uno representado por 
6 ramets. Tras someter a la mitad de las plantas de cada clon a estrés hídrico, mientras 
que las restantes se mantenían en condiciones control, y recoger las muestras de los 
distintos órganos, conservándolos a -80 ºC, se procedió a la extracción del ARN con los 
que se construyeron 12 librerías ADNc, que representaban ARN de los genotipos 
sensibles o tolerantes en condiciones control o sequía, para cada uno de los tres órganos 
analizados (acículas, tallos y raíces) (Figura 2.3). Las lecturas resultantes de la 
secuenciación GS-FLX 454 de las librerías ADNc se analizaron siguiendo el flujo de 
trabajo desarrollado en la Figura 3.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS

Figura 3.1. Flujo de trabajo aplicado en el estudio del transcriptoma para la identificación de genes 
expresados de manera constitutiva y diferencial en genotipos de Pinus pinaster tolerantes y 
sensibles a sequía, en respuesta a estrés hídrico.

Secuenciación y generación de un transcriptoma de referencia mejorado de 
Pinus pinaster (PpDR)

La secuenciación de las 12 librerías dio lugar a un total de 2.416.362 lecturas, con una 
longitud media de 352 nucleótidos, de las que, aproximadamente el 85% fueron 
mapeadas contra el transcriptoma de referencia de ProCoGen, integrado por 191.544 
transcritos. Las lecturas restantes que no habían sido mapeadas, se utilizaron para 
realizar un ensamblaje de novo, que permitió identificar 8.700 nuevos transcritos con
una longitud media 200 pb. Estos transcritos se incorporaron al transcriptoma de 
referencia, obteniendo el transcriptoma de respuesta a sequía de Pinus pinaster (PpDR), 
integrado por 200.244 transcritos. El número total de transcritos incluidos en el 
transcriptoma PpDR es muy superior al observado en transcriptomas ensamblados de 
otras especies de coníferas como los obtenidos para Pinus taeda 2.0 con 50.172 
secuencias (Neale et al., 2014, Zimin et al., 2017), Pinus lambertiana 1.5 con 71.117 
secuencias (Stevens et al., 2016; Crepeau et al., 2017), Picea Abies 1.0 con 58.587 
secuencias (Nystedt et al., 2013), o Picea glauca 3.0 con 102.915 secuencias (Warren et 
al., 2015). 

Este resultado indica la existencia de un importante grado de redundancia en el 
transcriptoma generado. Esta redundancia podía atribuirse tanto a errores técnicos 
asociados a las diferentes tecnologías de secuenciación masiva empleadas (Luo et al.,
2012), a variantes en los procesos biológicos (Ahuja y Neale, 2005), y a la alta 
diversidad genética observada en Pinus pinaster (Mariette et al., 2001). Es por ello, que 
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en los sucesivos análisis se evitó realizar mapeos múltiples, y se consideró únicamente 
la mejor coincidencia como aquella más probable en los análisis de expresión 
diferencial. Los datos obtenidos de los procesos de secuenciación, filtrado y mapeo se 
detallan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Resumen del número de transcritos obtenidos para cada genotipo, tratamiento y órgano 
tras los procesos de secuenciación, procesamiento y mapeo de las lecturas de cada biblioteca. Figura 
adaptada de de María et al., (2020).

La anotación del transcriptoma PpDR se llevó a cabo empleando las bases de datos 
RefSeq y PineRefSeq, que contienen información codificante de proteínas de especies 
vegetales modelo y de coníferas, obteniendo 79.290 y 29.539 secuencias anotadas en 
cada una de ellas, respectivamente (Figura 3.2a). Un total de 91.415 transcritos no 
pudieron ser anotados, lo que podría explicarse, en gran medida, por el elevado número 
de secuencias no codificantes (lncARNs) y potenciales pseudogenes que se observan en 
estos genomas (Buschiazzo et al., 2012). Se observó una similitud significativa con 
dominios conocidos en 92.499 transcritos, y 62.714 de ellos fueron anotados con 
456.783 términos GO. La mayoría de las asignaciones ontológicas pertenecían a la 
categoría “Procesos biológicos” (53,1%), mientras que el 27,5% y el 19,4% estaban 
relacionados con las categorías “Componente celular” y “Función molecular”, 
respectivamente (Figura 3.2b). Además. 13.283 transcritos fueron anotados con 1.001 
números de la Comisión de Enzimas (EC) y asignados a 145 rutas KEGG.   
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Figura 3.2. Resultados de BlastX en las bases de datos RefSeq y PineRefSeq (a), y de la anotación 
ontológica (b). Figura adaptada de de María et al., (2020).
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Mapeo e identificación de genes con expresión diferencial  

 

Las lecturas filtradas de cada librería fueron mapeadas de manera independiente contra 
el transcriptoma PpDR ensamblado. Se detectaron un total de 73.246 transcritos que 
presentaban al menos una lectura en cualquiera de las bibliotecas de ADNc. Además, al 
analizar los tres órganos de manera aislada, se observó que las raíces contenían el mayor 
número de transcritos (> 25.000), seguidas de tallos y acículas, y que existían grupos de 
genes cuya expresión diferencial estaba muy relacionada con el órgano analizado. En 
acículas, se detectó el mayor número de genes específicos (53), seguido de raíces (25) y 
tallos (8). Más del 50% de los genes identificados en acículas estaban asociados con 
proteínas cloroplásticas. Además, el análisis de enriquecimiento de los genes específicos 
de las muestras de acículas, mostró un número significativo de términos GO 
relacionados con procesos biosintéticos, lipídicos, fotosintéticos y relacionados con 
metabolismo (Figura 3.3).  

 

Figura 3.3. Acumulación de transcritos en los órganos estudiados. Análisis de enriquecimiento simple 
de los transcritos acumulados específicamente en acículas (azul) con respecto a los transcritos 
acumulados exclusivamente en raíces y tallos (rojo). Figura adaptada de de María et al., (2020).  

 

 

El análisis de expresión diferencial realizado mediante el test de Kal´s Z (P < 0,005), 
permitió identificar un total de 6.215 GEDs asociados con la respuesta a estrés hídrico. 
Los diagramas de Venn (Figura 3.4) ilustran los genes expresados que son compartidos 
o son únicos al comparar los transcriptomas de los genotipos con distinto grado de 
tolerancia a sequía, a nivel de órgano, tanto en plantas control como en plantas 
sometidas a estrés hídrico. El número de genes expresados exclusivamente en plantas 
sensibles frente a tolerantes difería según el órgano analizado: raíces y acículas 
mostraban un menor número de genes en plantas sensibles (222 y 177, respectivamente) 
frente a tolerantes (231 y 199, respectivamente), mientras que en tallo se observó la 
tendencia contraria (241 y 157 genes en plantas sensibles frente a tolerantes, 
respectivamente).  
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El porcentaje de genes específicos de respuesta a sequía observado en tallos y acículas 
fue similar en plantas sensibles y tolerantes sometidas a déficit hídrico (79% en tallos de 
ambos tipos de plantas, y 63% y 64% en acículas de plantas sensibles y tolerantes, 
respectivamente), mientras que difería en las muestras de raíz, observando un porcentaje 
significativamente superior de genes sólo detectados en los genotipos plantas tolerantes, 
71%, frente al 49% observado en genotipos sensibles. 

Figura 3.4. Diagramas de Venn de 6.215 genes expresados diferencialmente en raíces, tallos y 
acículas bajo diferentes regímenes hídricos. WW-S: plantas sensibles control. WD-S: plantas sensibles 
sometidas a déficit hídrico. WW-T: plantas tolerantes control. WD-T: plantas tolerantes sometidas a
déficit hídrico. Figura adaptada de de María et al., (2020).

La comparación de los resultados obtenidos para cada órgano, también permitió 
identificar tendencias de expresión comunes entre plantas sensibles y tolerantes: 1) 
sobreexpresión, 2) represión, y 3) variación no significativa en respuesta al déficit 
hídrico (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Patrones de expresión observados al comparar los transcritos acumulados 
diferencialmente en genotipos sensibles o tolerantes en respuesta a estrés hídrico (WW vs WD) y 
entre genotipos sensibles y tolerantes en condiciones control (WW vs WW). En rojo se indican los 
genes sobreexpresados, en verde los reprimidos, y en blanco los que muestran variación no significativa, 
en la comparación correspondiente. Nr. trans. indica el número de transcritos que muestran cada 
tendencia. Figura adaptada de de María et al., (2020). 

 

 

 

La tendencia común más observada, fue la presencia de genes sobreexpresados o 
reprimidos en un órgano en todas las plantas estudiadas (Tabla 3.2). Al analizar plantas 
sensibles control (4+147 WW) frente a las sometidas a sequía (4+147 WD), solo se 
encontraron dos genes sobreexpresados en todos los órganos, que codificaban una 
proteína RING-H2 (isotig37224) y un factor de transcripción NAC (unigene10311), 
mientras que un único gen, que codificaba un transportador de nitrato de alta afinidad 
(unigene30176), estaba reprimido. Por el contrario, el análisis de las plantas tolerantes 
control (132+144 WW) frente a las sometidas a sequía (132+144 WD) no mostró 
ningún GED que compartiera la misma tendencia de expresión en todos los órganos. Sí 
se encontraron dos genes sobreexpresados en todos los órganos al comparar plantas 
sensibles frente a plantas tolerantes en condiciones control (4+147 WW vs 132+144 
WW), que codificaban una proteína supresora SRp40 (isotig43193) y una D-tirosil-
ARNt deacilasa (unigene27014). 
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Clasificación funcional de los genes expresados diferencialmente en raíces,  
tallos y acículas de pinos sometidos a déficit hídrico  

 

El análisis funcional de GEDs en raíces, tallos y acículas, de genotipos sensibles y 
tolerantes a sequía, permitió la identificación de GEDs que participan en la respuesta a 
estrés hídrico. Se detectó un número mayor de GEDs en todos los órganos de plantas 
sensibles frente a los identificados en órganos de plantas tolerantes. En plantas 
sensibles, se encontraron 834, 839 y 264 genes sobreexpresados, y 875, 675 y 216 genes 
reprimidos en raíces, tallos y acículas, respectivamente, según el conteo de lecturas 
normalizadas. En plantas tolerantes, se observaron 513, 266 y 140 genes 
sobreexpresados, y 480, 251 y 131 genes reprimidos en cada uno de los tres órganos, 
respectivamente. La anotación de términos GO permitió realizar el análisis de 
enriquecimiento funcional de los genes sobreexpresados y reprimidos, identificar las 
rutas KEGG en las que están implicados, e identificar procesos en los que participan, a 
nivel de órgano.  

El análisis pormenorizado de GEDs en respuesta a sequía en cada uno de los órganos, 
desveló qué, las raíces de genotipos sensibles contaban con un gran número de genes 
sobreexpresados implicados, principalmente, en procesos de transporte y unión de 
ácidos nucleicos. Por el contrario, había un número mayor de genes reprimidos 
asociados con procesos de crecimiento, traducción y actividad de moléculas 
estructurales. En genotipos tolerantes, el número de términos GO significativamente 
enriquecidos era menor. La mayoría de los GEDs sobreexpresados en genotipos 
tolerantes correspondían a genes implicados en respuesta a estímulo abiótico y unión a 
ácidos nucleicos mientras que los reprimidos estaban implicados en actividades 
catalíticas y comunicación celular (Figura 3.5). El análisis de rutas KEGG en las que 
estaban implicados desveló que las vías enriquecidas con un mayor número de genes 
sobreexpresados en raíces de genotipos sensibles, estaban relacionadas con las rutas de 
biosíntesis de pantotenato y CoA, de biosíntesis de alcaloides de isoquinolina, y de 
degradación de estireno, mientras que las vías enriquecidas con un mayor número de 
genes reprimidos estaban relacionadas con la ruta de biosíntesis de fenilpropanoides, el 
metabolismo del glutatión y del metano. Por otro lado, en genotipos tolerantes se 
observó que las rutas más significativamente enriquecidas con genes sobreexpresados 
fueron la biosíntesis de flavonas y flavonoides, la biosíntesis de carotenoides, y el 
metabolismo del piruvato, mientras que las vías que incluían un mayor número de genes 
reprimidos estaban relacionadas con el metabolismo de azúcares aminados y 
nucleótidos y el metabolismo de la pirimidina. 

En tallos, el análisis de genotipos sensibles reveló la sobreexpresión de genes 
implicados en generación y organización de estructuras anatómicas, morfogénesis y en 
actividad de proteínas quinasas, mientras GEDs reprimidos asociados con traducción y 
unión de ARN. En genotipos tolerantes se observó un número mayor de términos GO 
significativamente enriquecidos con GEDs sobreexpresados principalmente en procesos 
biosintéticos, respuesta a estrés, respuesta a estímulo abiótico, metabolismo de lípidos y 
traducción de señal. La única función ontológica enriquecida en genes reprimidos estaba 
implicada en tropismo (Figura 3.5). El análisis GSEA, puso de manifiesto un número 
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significativo de genes que codificaban enzimas de la ruta de las pentosas fosfato tanto 
en genotipos sensibles como tolerantes. Además, en genotipos sensibles, se observó un 
mayor número de genes sobreexpresados, asociados al metabolismo del almidón y la 
sacarosa, mientras que el metabolismo de la fructosa y la manosa, y el metabolismo de 
aminoácidos como la glicina y la alanina eran las rutas enriquecidas con un mayor 
número de genes reprimidos. En genotipos tolerantes, metabolismo de la glicina y de la 
fenilalanina incluían un mayor número de genes sobreexpresados, mientras que el 
metabolismo del ácido araquidónico y de biosíntesis de N-glicanos incluían el mayor 
número de genes reprimidos.  

 

Figura 3.5. Histograma de las categorías GO enriquecidas para cada órgano y genotipo en 
respuesta a estrés hídrico. En rojo, se representa el conjunto de genes sobreexpresados para una 
determinada categoría, y en verde, los genes reprimidos. Para cada órgano, se indica el código 
correspondiente a las bibliotecas comparadas. Figura adaptada de de María et al., (2020). 

 

 

Por último, el análisis de GEDs en acículas, desveló que este órgano presentaba un 
número menor de términos GO significativamente enriquecidos en comparación con los 
otros dos órganos analizados. Los genotipos sensibles, mostraron sobreexpresión de 
genes implicados en respuesta a estrés y respuesta a estímulo extracelular, y factores de 
transcripción. Por otro lado, en los genotipos tolerantes sólo se observó una única 
categoría GO enriquecida, metabólismo secundario, que englobaba la mayoría de genes 
sobreexpresados (Figura 3.5). El análisis de rutas KEGG mostró varias rutas inducidas. 
En los genotipos sensibles, las rutas de biosíntesis de arginina, metabolismo del 
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glioxilato y dicarboxilato, y metabolismo de alanina, fueron las más enriquecidas en 
genes sobreexpresados; y las vías de metabolismo de aminoazúcares y azúcares 
nucleótidos, biosíntesis de estreptomicina, y metabolismo del butanoato fueron las más 
enriquecidas en genes reprimidos. Los genotipos tolerantes, contaban con numerosas 
rutas enriquecidas en genes sobreexpresados, como las de biosíntesis de pantotenato, 
CoA y cutina, y la ruta de metabolismo de la cisteína y metionina, sin embargo, no se 
identificaron rutas enriquecidas significativamente en genes reprimidos.  

El análisis del conjunto de genes co-expresados en genotipos sensibles y tolerantes, 
permitió identificar grupos de GEDs que compartían patrones de expresión en los 
diferentes órganos analizados. En raíces, se identificaron 624 y 370 genes 
sobreexpresados, y 439 y 270 genes reprimidos; en tallo, 709 y 192 genes 
sobreexpresados, y 441 y 115 genes reprimidos; y en acículas, 238 y 110 genes 
sobreexpresados y 146 y 74 genes reprimidos, en plantas sensibles y tolerantes, 
respectivamente. La clasificación de los 30 genes más sobreexpresados o reprimidos, 
permitió desvelar grupos funcionales enriquecidos para cada órgano analizado (Figura 
3.6). En raíces, se contabilizó un número similar de genes sobreexpresados implicados 
en transporte y señalización tanto en genotipos tolerantes y sensibles, mientras que 
aquellos implicados en regulación post-transcripcional predominaban en genotipos 
sensibles, y aquellos asociados con respuesta hormonal estaban incrementados en 
genotipos tolerantes. En tallos, los genes sobreexpresados estaban principalmente 
implicados en detoxificación, respuesta hormonal, señalización y regulación del 
crecimiento, mientras que en plantas tolerantes estaban principalmente asociados al 
metabolismo de lípidos. El análisis de acículas mostró un número mayor de genes 
sobreexpresados en plantas sensibles que en tolerantes, implicados principalmente en 
actividades de detoxificación, protección estructural y metabólica, fotosíntesis, 
señalización, remodelación de la pared celular y transporte. En plantas tolerantes, por el 
contrario, sólo se identificaron cinco genes sobreexpresados relacionados con respuesta 
a sequía, implicados principalmente en protección estructural y metabólica. 
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Figura 3.6. Histograma de los 30 genes más expresados diferencialmente en respuesta a sequía en 
raíces, tallos y acículas de genotipos (a) sensibles y (b) tolerantes. En el histograma se representan el 
nº de GEDs (eje de ordenadas) y grupos funcionales (eje de abscisas) enriquecidos para cada órgano 
analizado.
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Análisis funcional de los genes expresados constitu tivamente en raíces, tallos y  
acículas de plantas control  

 

Asimismo, se llevó a cabo el estudio de la respuesta constitutiva de los genotipos 
sensibles y tolerantes a sequía, mediante el análisis funcional de aquellos genes 
relacionados con la respuesta a sequía, expresados diferencialmente entre las plantas 
control (WW) de ambos grupos de genotipos, no detectados como GEDs en las 
comparativas entre plantas WW vs WD de los individuos sensibles o tolerantes a la 
sequía. La comparación de los recuentos de lecturas normalizadas permitió la 
identificación de GEDs asociados a cada órgano al comparar plantas WW-sensibles 
frente a las WW-tolerantes. Se identificaron 601, 666 y 267 genes sobreexpresados, y 
638, 745 y 275 genes reprimidos en raíces, tallos y acículas, respectivamente. El análisis 
de ontología mostró, que, al comparar genotipos sensibles y tolerantes, cambiaban las 
categorías funcionales a las que pertenecían los genes sobre expresados en cada órgano. 

En raíces, se observó que los procesos de diferenciación celular, metabolismo 
secundario, crecimiento celular, y morfogénesis, generación y organización de 
estructura anatómica, estaban enriquecidos con genes sobreexpresados en plantas 
sensibles; mientras que los procesos de metabolismo celular y actividad enzimática de 
quinasas e hidrolasas, lo estaban en plantas tolerantes. En tallos de plantas sensibles, se 
observó un enriquecimiento en genes sobreexpresados relacionados con procesos del 
metabolismo secundario y generación de metabolitos precursores y energéticos, 
mientras que, en plantas tolerantes, estaban relacionados con la actividad enzimática de 
quinasas e hidrolasas, crecimiento celular y unión a nucleótidos. Por último, el análisis 
de acículas reveló que, en plantas sensibles, se apreciaba un enriquecimiento de genes 
sobreexpresados asociados a unión a nucleótidos, actividad transferasa y metabolismo 
de lípidos; mientras que, en acículas de plantas tolerantes, estaban asociados con 
regulación, traducción y con la estructura molecular, preservación de la integridad 
estructural.  

El análisis GSEA de raíces y tallos de genotipos sensibles, mostró un patrón común de 
vías significativamente inducidas relacionadas con el metabolismo secundario, entre las 
que destacaban la biosíntesis de flavonoides, el metabolismo del glioxilato y del 
dicarboxilato y la biosíntesis de fenilpropanoides en raíces; y la fosforilación oxidativa, 
el metabolismo del metano, y la vía de los estilbenoides en tallos. En plantas tolerantes 
las rutas indicadas estaban relacionadas con la biosíntesis de pantotenato y CoA, la 
biosíntesis de pirimidina, y el metabolismo de la galactosa en raíces; y con la biosíntesis 
de N-glicanos y lisina, y el metabolismo de la galactosa en tallos. Analizando las 
tendencias de expresión, 231, 482 y 187 genes estaban constitutivamente 
sobreexpresados en raíces, tallos y acículas de plantas sensibles, respectivamente, 
mientras que 333, 453 y 197 genes lo estaban en dichos órganos de plantas tolerantes 
(Tabla 3.3).  
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Tabla 3.3. Patrones de expresión observados al comparar, a nivel de órgano, los transcritos 
acumulados diferencialmente en genotipos sensibles y tolerantes a la sequía, en respuesta a estrés 
hídrico y entre genotipos sensibles y tolerantes a la sequía en condiciones control. Los colores rojo y 
verde indican los genes sobreexpresados y reprimidos, respectivamente, y en blanco variación no 
significativa, en la comparación correspondiente. Nr. trans. indica el número total de transcritos que 
muestran cada tendencia. Figura adaptada de de María et al., (2020).  

 

 

 

Entre los 30 genes que mostraban constitutivamente mayores diferencias en su 
expresión se identificaron 7 genes relacionados con respuesta a sequía en raíces de 
plantas sensibles, implicados en protección estructural y metabólica, detoxificación, 
transporte y regulación mientras que en raíces de plantas tolerantes se detectaron 12 
genes relacionados con respuesta a sequía, asociados con procesos de remodelación de 
pared celular, transporte, detoxificación, protección estructural y metabólica, respuesta 
hormonal, señalización y regulación transcripcional. En tallos, sólo tres de los 30 genes 
constitutivamente más diferenciados estaban relacionados con respuesta a sequía en los 
genotipos sensibles, todos ellos relacionados con señalización y protección estructural y 
metabólica. En los genotipos tolerantes se identificaron 12 genes asociados con 
respuesta a sequía implicados en protección estructural y metabólica, remodelación de 
pared celular, transporte a través de membranas y regulación de crecimiento vegetal. En 
acículas de plantas sensibles no se observaron genes relacionados con respuesta a sequía 
entre los 30 constitutivamente más diferenciados, mientras que en plantas tolerantes se 
identificaron 15 genes asociados con respuesta a sequía, que fueron clasificados 
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funcionalmente en procesos de transporte, protección estructural y metabólica, 
reorganización de la pared celular, señalización, respuesta hormonal y regulación. 

Es importante destacar que 6 genes sobreexpresados constitutivamente en raíces de 
genotipos tolerantes, se encontraron también sobre-expresados en raíces de genotipos 
sensibles sometidos a déficit hídrico. Entre ellos, los genes codificantes de una proteína 
LHY isoforma X1 (unigene28840); una chaperona 6 isoforma X2 (unigene796); una 
proteína putativa de unión a calcio CML25 (isotig33124); dos transcritos (isotig42238 e 
isotig75236) que mostraban homología con transposones de tipo TNT 1-94; y, 
finalmente, un gen codificante de función desconocida (isotig31114), que también ha 
sido identificado en Pinus taeda (de María et al., 2020). 

 

Validación de los resultados obtenidos en el análisis ARN-Seq mediante RT-qPCR 

 

Para validar los resultados obtenidos en el estudio ARN-Seq, se analizó la expresión de 
6 GEDs, mediante RT-qPCR, utilizando como molde el ARN total utilizado para la 
construcción de las 12 bibliotecas de ADNc caracterizadas en el estudio 
transcriptómico. Los resultados obtenidos se detallan en la Figura 3.7. Se seleccionaron 
GEDs que codifican la proteína glutatión S-transferasa (GST), la proteína del canal de 
calcio de dos poros (TPCN1), el FT BTF3 homólogo-4 (BTF3L4), la proteína de 
choque térmico 70 kDa de tipo mitocondrial (HSP68), la proteína RABC1 (RABC1), y 
la D-tirosil-ARNt deacilasa (DTD). Los niveles de expresión de los GEDs analizados 
mostraron patrones similares a los obtenidos mediante ARN-Seq.  

 

Figura 3.7. Validación del análisis ARN-Seq mediante RT-qPCR. En los histogramas se representa los 
FC de 6 GEDs identificados en el análisis ARN-Seq (barra negra) y RT-qPCR (barra azul). Figura 
adaptada de de María et al., (2020). 
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL PORTAINJERTO EN LA EXPRESIÓN GENÉTICA DE  LA PÚA 
EN INJERTOS DE PINUS PINASTER  SOMETIDOS A ESTRÉS HÍDRICO  

 

 

Basado en el artículo: Miriam López-Hinojosa, Nuria de María, María Ángeles 
Guevara, María Dolores Vélez, José Antonio Cabezas, Luís Díaz, José Antonio 
Mancha, Alberto Pizarro, Lorenzo Manjarrez, Carmen Collada, Carmen Díaz-Sala y 
María Teresa Cervera (2021) Rootstock effects on scion gene expression in maritime 
pine. Scientific Reports 11, 11582. https://doi.org/10.1038/s41598-021-90672-y. 

Miriam López-Hinojosa, Nuria de María, Ángeles Guevara, María Dolores Vélez, José 
Antonio Cabezas, Luís Díaz, José Antonio Mancha, Alberto Pizarro, Lorenzo 
Manjarrez, Carmen Collada, Carmen Díaz-Sala y María Teresa Cervera. Rootstock 
effect on needle transcriptional responses of grafted maritime pine under drought. (En 
preparación) 

 

 

Una vez analizados los mecanismos moleculares y funcionales que median la respuesta 
adaptativa a sequía de la progenie generada del cruce controlado Gal 1056 x Oria 6, el 
siguiente objetivo de la Tesis se centraba en el estudio de la comunicación entre órganos 
que perciben el estímulo y lo transmiten a toda la planta dando lugar a dicha respuesta. 
Este estudio se llevó a cabo empleando injertos que combinan genotipos con distintos 
grados de tolerancia a la sequía que permitan explorar estrategias alternativas para 
modular la respuesta a sequía, evaluando así el uso de portainjertos para modificar la 
respuesta a estrés hídrico de las púas del árbol injertado.  

Para ello, se analizaron seis plantas de cada una de las cuatro construcciones que se 
diseñaron combinando genotipos con respuestas contrastadas a sequía, que habían sido 
sometidas a un experimento de déficit hídrico frente a injertos control: Gal 1056 / R1S, 
Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S y Oria 6 / R18T, donde Gal 1056 y Oria 6 son las púas 
injertadas de los progenitores femenino y masculino, sensible y tolerante a sequía, 
respectivamente, y R1S y R18T, dos individuos de la misma progenie de referencia 
analizada previamente, sensible y tolerante a la sequía, respectivamente, que fueron 
utilizados como portainjertos. 

Se desarrollaron dos aproximaciones que buscaban identificar genes acumulados 
diferencialmente en acículas de las púas de los injertos control y sometidos a estrés 
hídrico, en función de la combinación púa-portainjerto analizada. Los resultados 
descritos en el Capítulo 3, demostraron la existencia de diferentes estrategias de 
respuesta entre genotipos sensibles y tolerantes, presentando estos últimos una 
preadaptación para hacer frente a la sequía mediante la expresión de genes relacionados 
con la respuesta a estrés hídrico, asociados con funciones que sólo se detectan en etapas 
posteriores en los individuos sensibles sometidos a estrés hídrico.  

El flujo de trabajo seguido se esquematiza en la figura 4.1. 
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RESULTADOS

Análisis funcional de los genes expresados diferenciamente en acículas de las 
púas injertadas en portainjertos sensibles y tolerantes a la sequía en 
condiciones control 

Para llevar a cabo este análisis transcriptómico se secuenciaron 12 librerías de ADNc 
generadas a partir del ARN total extraído de las muestras de acículas recolectadas de 
plantas crecidas en condiciones control. Se analizaron tres réplicas biológicas de cada 
una de las cuatro construcciones estudiadas, Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / 
R1S y Oria 6 / R18T. Como resultado de la secuenciación, se obtuvo un total de 
206.978 M de lecturas, con una longitud media de 75 nucleótidos, y un número inicial 
de lecturas por librería que oscilaba entre 12,6 M y 28,3 M, y entre 4,9 y 24,1 M de 
secuencias de alta calidad tras los procesos de filtrado y procesamiento (entre el 38,7% 
y el 85% de las secuencias iniciales) (Tabla 4.1). Las lecturas procesadas de alta calidad 
se mapearon de forma independiente contra el transcriptoma de referencia de Pinus 
pinaster ProCoGen integrado por 206.575 transcritos, obteniendo una tasa media de 
mapeo del 91% con una media de 12.042.168 lecturas mapeadas (Tabla 4.1). Un total de 
75.507 secuencias se anotaron empleando BLASTX contra las bases de datos de 
especies modelo UniProtKB/Swiss-Prot y RefSeq, de las cuales 64.263 fueron anotadas 
con 681.099 términos de ontología génica (GO) y 41.560 mostraron una similitud 
significativa con dominios conocidos utilizando el software InterProScan implementado 
en el software OmicsBox 13.1.11.

Tabla 4.1. Resumen de los datos de secuenciación ARN-Seq, procesamiento y mapeo de las acículas 
de los injertos de Pinus pinaster en condiciones control.

Para explorar si estos portainjertos, que están relacionados genéticamente y que
muestran respuestas contrastadas a sequía, podían modificar los perfiles 
transcriptómicos de las acículas de las púas injertadas en condiciones control, se 
analizaron los GEDs entre las púas de las distintas construcciones. Se realizaron dos 
tipos de análisis de expresión génica diferencial. 
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La primera comparación se diseñó para analizar si los portainjertos tolerantes o 
sensibles a sequía podían asociarse con la modificación de los perfiles transcriptómicos 
tanto de las púas procedentes de los genotipos sensibles (Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / 
R18T) y / o de los genotipos tolerantes (Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T). El segundo 
estudio diferencial se diseñó para comparar los transcriptomas de las púas sensibles y 
tolerantes a la sequía injertadas en portainjertos sensibles (Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / 
R1S) o tolerantes (Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T) al déficit hídrico. El análisis 
inicial de los componentes principales (PCA) del conjunto de datos de expresión, reveló 
una agrupación de las muestras analizadas, donde el primer componente principal 
(PC1), que estaba asociado al genotipo de la púa, explicaba el 84% de la varianza, y 
donde los genotipos de los portainjertos sobre los que se injertó cada púa (PC2) 
explicaban el 8% de la varianza (Figura 4.2). Los GEDs se analizaron mediante la 
categorización funcional Mapman, anotación de términos GO en cada ontología, y 
analizando las rutas KEGG enriquecidas. 

 

Figura 4.2. Injertos analizados combinando portainjertos sensibles (R1S) y tolerantes (R18T) a la 
sequía, con púas de los progenitores, sensibles (Gal 1056) y tolerantes (Oria 6) a sequía, crecidas en 
condiciones control. Gráfico PCA del FPKM log2-normalizado de las muestras de ARN-Seq analizadas. 
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Genes expresados diferencialmente entre acículas de las púa s de cada 
progenitor injertadas en los portainjertos sensibles y tolerantes a la se quía:  
análisis del efecto de los portainjertos en los injertos de Pinus pinaster en 
condiciones control  

 

El primer estudio comparativo permitía analizar si los portainjertos sensibles o 
tolerantes a sequía podían modificar el perfil transcriptómico de las acículas de las púas 
injertadas, mediante la identificación de GEDs en cada una de las construcciones. El 
análisis funcional del efecto del portainjerto sobre el transcriptoma de las acículas de las 
púas del progenitor sensible a la sequía (Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T) permitió 
detectar 257 GEDs, con 158 y 99 genes sobreexpresados en Gal 1056 / R1S y Gal 1056 
/ R18T respectivamente (Figura 4.3a). El análisis de la distribución de términos GO, 
reveló que la categoría más informativa era “procesos biológicos”, con GEDs 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T asociados a “proceso biosintético” (14%), 
"proceso metabólico primario" (8%), "proceso metabólico de sustancias orgánicas" 
(8%) y "proceso metabólico de moléculas pequeñas" (8%); y GEDs sobreexpresados en 
Gal 1056 / R1S asociados a “respuesta a estrés" (14%), "proceso metabólico primario" 
(10%), y "proceso metabólico de sustancias orgánicas" (10%) (Figura 4.3b).  

El análisis MapMan mostró que las categorías "metabolismo secundario" y 
"metabolismo de lípidos", y dentro de ellas, las subcategorías "biosíntesis de 
flavonoides" y "biosíntesis de ácidos grasos", estaban enriquecidas en GEDs 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T; mientras que las categorías "organización de la 
pared celular", "respuesta a estímulos externos", "respiración celular", "transporte de 
solutos", "fotosíntesis", "homeostasis de proteínas", "biosíntesis de proteínas", 
"homeostasis redox", así como las subcategorías "oxidorreductasas" y "transferasas" 
dentro de "clasificación de enzimas", estaban enriquecidos en GEDs sobre-expresados 
en Gal 1056 / R1S. Dentro de la categoría “acción de fitohormonas”, tanto la 
subcategoría “auxinas” como “ácido abscísico” incluían GEDs sobreexpresados en 
ambos tipos de injerto, que estaban implicados en biosíntesis, percepción y señalización 
de dichas hormonas. Entre los GEDs pertenecientes a la categoría “biosíntesis de ARN” 
que codificaban FTs, se observaba un enriquecimiento de genes MYB en el genotipo 
tolerante (Gal 1056 / R18T), y de genes CAMTA en el genotipo sensible (Gal 1056 / 
R1S). El análisis de rutas KEGG reveló que las 30 rutas enriquecidas con un mayor 
número de genes sobreexpresados en Gal 1056 / R1S, estaban relacionadas con el 
metabolismo del almidón y la sacarosa, biosíntesis de fenilpropanoides, glucólisis / 
gluconeogénesis, metabolismo de la galactosa y metabolismo de aminoazúcares y 
nucleótidos (Figura 4.4a); mientras que las rutas asociadas a la biosíntesis de 
flavonoides, biosíntesis de fenilpropanoides, biosíntesis de estilbenoides, 
diarilheptanoides y gingerol, biosíntesis de fenilalanina, tirosina y triptófano, y 
metabolismo del almidón y la sacarosa eran las enriquecidas con un mayor número de 
GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T (Figura 4.4b).  
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Figura 4.3. GEDs identificados en acículas de púas sensibles (Gal 1056) o tolerantes (Oria 6) a la 
sequía injertadas en portainjertos sensibles (R1S) vs tolerantes (R18T) a la sequía. (a) Diagrama de 
Venn mostrando los GEDs [Log2FC ≥ 1,5 y Log2FC ≤ -1,5; p≤0,05] sobreexpresados (S) y reprimidos 
(R) en cada comparativa. (b-c) Histogramas de términos GO enriquecidos con GEDs sobreexpresados.

Entre los GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T, el gen que codifica al FT MYB 
(unigene15769) mostró el mayor valor de Log2FC (7,6). Asimsimo, se identificaron
GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T, que codifican antocianina sintasa, 
antocianina reductasa, chalcona sintasa y flavonona 3’ 5’-hidroxilasa (isotig30374, 
isotig56235, isotig49498, isotig29064, unigene2224, unigene147194), todas ellas 
implicadas en el metabolismo secundario de flavonoides y otros compuestos fenólicos; 
también GEDs que codifican la deshidratasa aerogénica (isotig46467) implicada en la 
biosíntesis de compuestos derivados del shikimato, la proteína fosfatasa 2C (PP2C; 
unigene9541), uno de los componentes de la vía de transducción de señales de ABA; la 
proteína de resistencia a pirabactina 1 (PYL); y el módulo de la proteína quinasa 2 
relacionada con el complejo quinasa SNF1 (SnRK2). 

Por el contrario, los GEDs más sobreexpresados en Gal 1056 / R1S codifican la 
subunidad reguladora del proetosoma 26S RPN2a (unigene34964), un componente 
regulador del sistema ubiquitina-proteosoma implicado en homeostasis de proteínas; la 
proteína AGP- beta -1,3- galactosiltransferasa (isotig17822), implicada en la 
organización de la pared celular, la proteína RD22 relacionada con procesos de 
respuesta a la deshidratación (unigene26968); la proteína taumatina relacionada con 
patogénesis (isotig57101); y la proteína defensina -1 (unigene35374) implicada en 
mecanismos de defensa y en las vías de señalización de sensibilidad a salinidad (SOS) 
(Figura 4.5a).



RESULTADOS 
 

 

 

Figura 4.4. Análisis de las 30 rutas KEGG más enriquecidas en genes significativamente 
sobreexpresados (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en (a) Gal 1056 / R1S, (b) Gal 1056 / R18T, y (c) Oria 6 / 
R18T. El factor de riqueza (richFactor) representa la relación entre el número de GEDs y el número de 
todos los genes de la ruta. 

 

 

En segundo lugar, se llevó a cabo el análisis de la expresión génica de las acículas de las 
púas del progenitor masculino, Oria 6, injertadas en portainjertos sensibles frente a las 
injertadas en portainjertos tolerantes a sequía (Oria 6 /R1S vs Oria 6 / R18T). Se 
observaron 23 GEDs específicos, 12 y 11 genes sobreexpresados en los injertos sobre el 
genotipo sensible (Oria 6 / R1S) y sobre el genotipo tolerante (Oria 6 / R18T), 
respectivamente (Figura 4.3a). El análisis de la distribución de términos GO reveló que 
las categorías "desarrollo de la estructura anatómica" (10%), "respuesta a estrés" (9%), 
"regulación del proceso celular" (9%), "respuesta celular a estímulo" (9%), 
"comunicación celular" (9%), "transducción de señales" (9%) y "proceso del sistema" 
(9%) fueron los procesos más significativamente enriquecidos en GEDs 
sobreexpresados en Oria 6 / R1S; mientras que las categorías "proceso metabólico de 
sustancias orgánicas" (9%), "proceso metabólico primario" (9%), "proceso metabólico 
celular" (9%) y "proceso metabólico de compuestos de nitrógeno" (9%) eran los 
procesos más enriquecidos con GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T (Figura 4.3c).  
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Pese al reducido número de GEDs, su análisis de categorización MapMan, mostró que 
“biosíntesis de ARN”, “fotosíntesis”, “modificación y biosíntesis de proteínas”, 
“organización del ciclo celular y metabolismo de aminoácidos”, eran los procesos más 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados sobre el portainjertos tolerante, y aquellos 
relacionados con “biosíntesis de ARN” y “organización del ciclo celular”, los más 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados sobre el portainjertos sensible. Dentro de los 
GEDs englobados en la categoría “biosíntesis de ARN” los FTs bZIP y C2H2-ZF 
estaban sobreexpresados en Oria 6 / R18T, mientras que CAMTA estaba 
sobreexpresado en Oria 6 / R1S. El análisis KEGG reveló que las rutas enriquecidas con 
un mayor número de GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T, estaban relacionados con 
metabolismo de la cisteína y la metionina, y en menor medida con el metabolismo de la 
fenilalanina, del fosfato de inositol, y de la tirosina, la fijación del carbono, la 
biosíntesis de la novobiocina, de la arginina, de la estreptomicina, de los alcaloides 
derivados del tropano, piperidina y piridina, la alanina, aspartato y glutamato, 
biosíntesis de fenilalanina, tirosina y triptófano, metabolismo de glicerofosfolípidos, 
sistema de señalización de fosfatidilinositol, biosíntesis de alcaloides de isoquinolina y 
metabolismo de arginina y prolina (Figura 4.4c). Por otro lado, el análisis de rutas 
KEGG no revelaron ninguna vía significativamente enriquecida en GEDs 
sobreexpresados en Oria 6 / R1S. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5. Diagramas volcano (volcano plots) en los que se representan los GEDs en (a) Gal 1056 / 
R1S vs Gal 1056 / R18T y (b) Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T (S: sobreexpresados [Log2FC ≤-1,5 y 
Log2FC≥1,5; p≤0,05]; n/s: no significativos). 

 

 

 

 

 



RESULTADOS 
 

Entre los GEDs significativamente sobreexpresados en Oria 6 / R18T, el que codifica la 
mio-inositol-1-fosfato fosfatasa (unigene18128), mostró el mayor valor de Log2FC 
(7,6). Además, se encontraron sobreexpresados dos FTs, C2H2-ZF (PUT-8016) y bZIP 
(unigene142265), ambos implicados en crecimiento, desarrollo y transducción de 
señales de estrés; la proteína ribosómica L25 / L23 (isotig19010), asociada a biogénesis 
de ribosomas, y la proteína prefenato aminotransferasa (PPA-AT; unigene142387), 
implicada en biosíntesis de compuestos basados en el shikimato (Figura 4.5b). Entre los 
GEDs significativamente sobreexpresados en Oria 6 / R1S se encontraron los que 
codifican la proteína de membrana peroxisomal (unigene65496), el factor de fisión de 
peroxisomas implicado en la división de mitocondrias y peroxisomas durante la 
organización del ciclo celular, así como los genes que codifican los FTs GRAS 
(isotig113077) y CAMTA (unigene147152, PUT-3316000, unigene147128, 
unigene147306, PUT-2136, PUT-7139), que pueden actuar como elementos integrales 
de la vía de señalización de estrés por sequía mediada por Ca-CaM (Noman et al., 2019) 
(Figura 4.5 b).  

Cabe destacar, que se detectaron un total de 8 GEDs que se expresaron conjuntamente 
en ambos genotipos, Gal 1056 y Oria 6, injertados en portainjertos sensibles frente a 
portainjertos tolerantes a la sequía. El análisis de términos GO reveló que los procesos 
biológicos "transducción de señal" (14%) y "respuesta a estrés" (14%), estaban 
asociados con genes sobreexpresados en plantas injertadas en portainjertos sensibles 
(Gal 1056 / R1S y Oria 6 / R1S), independientemente de la púa analizada. 
Adicionalmente, el análisis MapMan reveló que la categoría asociada a biosíntesis de 
ARN era la más significativamente enriquecida en GEDs, con genes también 
sobreexpresados en injertos con portainjertos sensibles, que codifican principalmente 
FTs CAMTA (unigene33819, PUT-9211, unigene20892). 
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Genes expresados diferencialmente entre ac ículas de las púas de ambos  
progenitores injertadas sobre portainjertos sensibles o tolerantes: análisis del  
efecto de la púa en los injertos de Pinus pinaster en condiciones control

En un primer análisis analizamos los GEDs comparando acículas de púas sensibles y 
tolerantes a la sequía injertadas sobre portainjertos sensibles a déficit hídrico (Gal 1056 
/R1S vs Oria 6 / R1S), para analizar cómo el genotipo de la púa injertada influía en el 
perfil transcriptómico en las construcciones estudiadas. Se identificaron un total de 
1.925 GEDs específicos de acículas de púas injertadas sobre portainjertos sensibles, con 
1.397 genes sobreexpresados en Oria 6 / R1S y 528 genes sobreexpresados en Gal 1056 
/ R1S (Figura 4.6 a). 

Figura 4.6. GEDs identificados al comparar acículas de púas de los progenitores, Gal 1056 
(sensible) vs Oria 6 (tolerante) injertados sobre portainjertos sensibles (R1S) o tolerantes (R18T) a 
la sequía. (a) Diagrama de Venn mostrando los GEDs [Log2FC ≥ 1,5 y Log2FC ≤ -1,5; p≤0,05] 
sobreexpresados (S) y reprimidos (R) en cada comparativa. (b-c) Histogramas de términos GO 
enriquecidos con GEDs sobreexpresados.



RESULTADOS 
 

El análisis de los términos GO más significativos reveló que los procesos "proceso 
metabólico celular" (9%), "proceso metabólico de compuestos de nitrógeno" (9%), 
"respuesta a estrés" (8%), "desarrollo de estructuras anatómicas" (8%), "proceso 
metabólico primario" (8%) y "proceso metabólico de sustancias orgánicas" (8%) 
estaban enriquecidos con un mayor número de GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R1S; 
mientras que los procesos "respuesta a estrés" (9%), "proceso metabólico de sustancias 
orgánicas" (9%), "proceso metabólico primario" (9%), "proceso biosintético" (8%) y 
"desarrollo de estructuras anatómicas" (7%), estaban enriquecidos con GEDs 
sobreexpresados en Gal 1056 / R1S (Figura 4.6b).  

El análisis MapMan mostró que las categorías asociadas con “biosíntesis de ARN”, 
“acción de fitohormonas”, “respuesta a estímulos externos”, “modificación de 
proteínas” y “metabolismo secundario” eran las más significativamente enriquecidas 
con genes sobreexpresados en Oria 6 / R1S; mientras que las categorías asociadas con 
“biosíntesis de ARN”, “metabolismo secundario” y “metabolismo de fitohormonas” 
fueron las más significativamente enriquecidas con genes sobreexpresados en Gal 1056 
/ R1S. Entre los GEDs asociados con “biosíntesis de ARN” que codifican los FTs, 
NAC, DREB, PHD, CAMTA, MYB, ERF, C2H2-ZF y MADS/AGL estaban 
sobreexpresados tanto en Gal 1056 / R1S como en Oria 6 / R1S; mientras que los 
factores E2F/DP (isotig19813), TPL/TPR (unigen49652), BZR (unigen208422), AS2-
LOB (unigen14309), varios FTs WRKY (unigen94602, isotig32262, unigen115217, 
unigen757, unigen45155, isotig33128, isotig47577, PUT-14265), bHLH (isotig35098), 
NF-Y (unigene11211), y GRF-GIF (isotig52746), estaban sobreexpresados 
exclusivamente en Oria 6 / R1S; frente a los FTs BBX-CO (unigene76050) y gran parte 
de los FTs HSF (isotig11756, unigene38095, PUT-14542) que lo estaban en Gal 1056 / 
R1S. Dentro de los procesos asociados con la “acción de fitohormonas”, aquellos 
relacionados con “auxinas”, “ácido abscísico”, “ácido jasmónico” y con “péptidos de 
señalización”, contaban con GEDs sobreexpresados en ambos genotipos, mientras que 
aquellos relacionados con “citoquininas” (unigene111578, isotig42918) y 
“estringolactonas” (unigene64742), incluían GEDs exclusivamente sobreexpresados en 
Oria 6 / R1S, y GEDs relacionados con “brasinosteroides” (unigene4455) y 
“giberelinas” (isotig43808), estaban sobreexpresados exclusivamente en Gal 1056 / 
R1S. El análisis también reveló que los GEDs asociados con el “metabolismo de 
poliaminas”, que participaban en la “degradación de poliaminas” y en la “biosíntesis de 
espermidina”, estaban sobreexpresados significativamente en ambos genotipos.  

El análisis de las 30 rutas KEGG más enriquecidas en GEDs sobreexpresados reveló 
que glucólisis y gluconeogénesis, metabolismo de la galactosa, metabolismo del 
almidón y la sacarosa, biosíntesis de flavonoides, metabolismo del fosfato de inositol, 
metabolismo de la arginina y la prolina, biosíntesis de fenilpropanoides, metabolismo de 
purinas, y en el metabolismo de glicerolípidos, lo estaban en Oria 6 / R1S (Figura 4.7a); 
mientras que biosíntesis de fenilpropanoides, metabolismo de aminoácidos y azúcares 
nucleótidos, metabolismo del almidón y la sacarosa, y glucólisis y gluconeogénesis, 
incluían el mayor número de GEDs significativamente sobreexpresados en Gal 1056 / 
R1S (Figura 4.7 b). 
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Figura 4.7. Análisis de las 30 rutas KEGG más enriquecidas en genes significativamente 
sobreexpresados (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en Gal 1056 / R1S (a) y Oria 6 / R1S (b). El factor de riqueza 
(richFactor) representa la relación entre el número de GEDs y el número de todos los genes de la ruta.



RESULTADOS

Profundizando en el análisis funcional de los GEDs enriquecidos en cada genotipo, en 
Oria 6 / R1S se observó un aumento significativo de los niveles de expresión de la 
proteína fosfatasa 2C (isotig80133), componente de la fosfatasa reguladora del receptor 
PYR/PYL que participa en la señalización mediada por ácido abscísico; el componente 
CPFS6/CFIm68 (isotig94227), componente del complejo del factor de corte I (CG-lm), 
que actúa en el procesamiento del extremo 3’ del ARN; la proteína leucoantocianidina 
dioxigenasa (unigene143857), antocianidina sintasa implicada en la biosíntesis de 
flavonoides; y la ubiquitina carboxilo-terminal hidrolasa (unigene95897), ubiquitina 
proteasa que actúa en los mecanismos de respuesta a daño celular NER (reparación de 
escisión de nucleótidos). En Oria 6 / R1S, también se detectaron genes sobreexpresados 
que codifican la proteína histona deacetilasa 15 (unigene107858), implicada en la 
metilación del ADN y la deacetilación de histonas, y los FTs MYB (unigene15769) y 
ERF (unigene53624) (Figura 4.8a). 

Figura 4.8. Diagramas volcano (volcano plots) en los que se representan los GEDs en (a) Gal 1056 / 
R1S vs Oria 6 / R1S y (b) Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T (S: sobreexpresados [Log2FC ≤-1,5 y 
Log2FC≥1,5; p≤0,05]; n/s: no significativos).

En el genotipo sensible, Gal 1056 / R1S, se detectó que el gen que codifica la proteína 
de unión a clorofila a-b tipo II 2 (unigene56052), componente del fotosistema II 
implicado en fotofosforilación, mostraba el mayor valor de Log2FC (21,8). Además, los 
componentes RPL21 (unigene105192, isotig130629) y el factor de procesamiento del 
ARNr (IRP1) (unigene143140), implicados en la biogénesis de los ribosomas; la 2-
isopropilmalato sintasa (unigene14277), implicada en la biosíntesis de aminoácidos 
derivados del piruvato; la proteína de respuesta a deshidratación RD22 (unigene26968), 
implicada en la vía de señalización en respuesta al estrés; los FTs bZIP 
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(unigene142265), C2H2 (PUT-8016) y NAC (unigene10311); la proteína de 
conjugación de ubiquitina E2 (unigene128226), componente del sistema ubiquitina-
proteasoma que podría desempeñar papeles clave en otras vías de señalización (Liu et 
al., 2020); el componente PAP1/TAC3 (unigene70612), componente del complejo ARN 
polimerasa (PEP) codificado en el plásmido, y la mio-inositol-1-fosfato fosfatasa 
(unigene18128), implicada en la biosíntesis del azúcar de los nucleótidos, se 
encontraban sobreexpresados en esta construcción (Figura 4.8a). 

El análisis de la expresión genética diferencial entre las acículas de las púas sensibles y 
tolerantes a la sequía, injertadas sobre los portainjertos tolerantes (Gal 1056 / R18T vs 
Oria 6 / R18T) permitió la identificación de 1.521 GEDs identificados exclusivamente 
en estas construcciones, con 637 y 884 genes sobreexpresados en Oria 6 / R18T y Gal 
1056 / R18T, respectivamente (Figura 4.6a). El análisis de distribución de términos GO, 
reveló que las categorías "respuesta a estrés" (11%), "proceso metabólico primario" 
(9%), "proceso metabólico de sustancias orgánicas" (9%) y "proceso metabólico 
celular" (9%), estaban enriquecidas con GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T; 
mientras que las categorías "proceso metabólico primario" (9%), "proceso metabólico 
de sustancias orgánicas" (9%) y "proceso biosintético" (8%), estaban enriquecidas con 
GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T (Figura 4.6c). El análisis de categorización 
MapMan, reveló que los procesos relacionados con “biosíntesis de ARN”, “acción de 
fitohormonas”, “homeostasis de proteínas”, “respiración celular” y “fotosíntesis” 
estaban enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T; mientras que aquellos 
relacionados con “metabolismo secundario”, “biosíntesis de ARN”, “metabolismo de 
lípidos”, “metabolismo de carbohidratos”, “respiración celular” y “acción de 
fitohormonas” estaban enriquecidos con GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T. 
Entre los GEDs implicados en “biosíntesis de ARN”, los FTs bZIP (isotig11280), HSF 
(isotig33130), DBP (isotig47450), C2H2-ZF (unigene18337), C3H-ZF (isotig44603) y 
varios FTs NAC (isotig49335, unigene1204, unigene81066) y MADS/AGL 
(unigene35107, isotig63561, isotig106922) estaban sobreexpresados en Oria 6 / R18T; 
mientras que FTs WRKY (isotig49133, isotig62188, unigene756, isotig43559, 
unigene204340), bHLH (unigene22611), GRAS (isotig113077) y TPL/TPR 
(unigene158988, unigene40634) estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R18T. Entre los 
GEDs implicados en la regulación de fitohormonas, aquellos relacionados con la 
biosíntesis de “auxinas”, “ácido abscísico”, “giberelinas”, “ácido jasmónico” y 
“péptidos de señalización” incluían GEDs sobreexpresados en ambos genotipos, 
mientras que los relacionados con “brasinosteroides” (isotig25758, isotig28748, 
unigene73725), “etileno” (isotig57349) y “estringolactonas” (unigene52421) solo se 
identificaron sobreexpresados en Oria 6 / R18T, y aquellos relacionados con 
“citoquininas” (isotig48547) lo estaban en Gal 1056 / R18T. Entre los GEDs implicados 
en metabolismo secundario, los genes relacionados con la biosíntesis de “betaínas” y 
“glucosinolatos” estaban sobreexpresados en Oria 6 / R18T, mientras gran parte de los 
genes asociados con la biosíntesis de “fenoles” y “terpenoides” lo estaban en Gal1056 / 
R18T. 



RESULTADOS

Figura 4.9. Análisis de las 30 rutas KEGG más enriquecidas en genes sobreexpresados 
significativamente (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en Gal 1056 / R18T (a) y Oria 6 / R18T (b). El factor de 
riqueza (richFactor) representa la relación entre el número de GEDs y el número de todos los genes de la 
ruta.

El análisis de las 30 rutas KEGG con mayor número de GEDs sobreexpresados reveló 
enriquecimiento de genes asociados con el metabolismo del almidón y la sacarosa, la 
glucólisis y gluconeogénesis, el metabolismo de la galactosa, el metabolismo de 
aminoácidos y azúcares nucleótidos, la biosíntesis de flavonoides y la biosíntesis de 
fenilpropanoides en Oria 6 / R18T (Figura 4.9a); mientras que con la biosíntesis de 
flavonoides, la biosíntesis de monoterpenoides, la biosíntesis de fenilpropanoides, el 
metabolismo del almidón y la sacarosa y la biosíntesis de estilbenos, diarilheptanoides y 
gingerol en Gal 1056 / R18T (Figura 4.9 b).
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El análisis de los genes expresados diferencialmente en Oria 6 / R18T, reveló que el 
factor de elongación 1-alfa (isotig114761), implicado en la elongación de la 
transcripción dependiente de la ARN polimerasa II, mostraba el mayor valor de Log2FC 
(19,2). Asimismo, dos proteínas implicadas en ubiquitinación (UBQ, isotig128184, 
isotig78718), implicadas en el sistema ubiquitina-proteasoma; un factor de edición del 
ARN (unigene127941); dos proteínas receptoras (GID1) (unigene108907, 
unigene25001) que actúan en la percepción y transducción de señales, y la proteína D-
lactato deshidrogenasa (unigene 100225), que participa en la degradación del 
metilglioxal, también estaban significativamente sobreexpresadas en Oria 6 / R18T 
(Figura 4.8b). En Gal 1056 / R18T el gen que mostraba el mayor valor de Log2FC 
(11,04) codifica la proteína chalcona sintasa (CHS) (unigene147245), implicada en el 
metabolismo secundario de flavonoides. Otros genes, como la serina 
hidroximetiltransferasa (SHM) (isotig83684) y el componente PetG/V (unigene58236), 
implicados en fotorrespiración y fotofosforilación; los FTs GRAS (isotig113077) y 
MYB (unigene32436); la cadena de tubulina beta-1/beta-2 (unigene137293), implicada 
en el ensamblaje y el mantenimiento de los centrómeros durante la mitosis y la meiosis; 
y la proteína SNARE de 27 kDa (PUT-14951), que actúa en el tráfico de vesículas 
guiadas por complejos SNARE, también estaban sobreexpresados en esta construcción 
(Figura 4.8b). 

El análisis funcional de los perfiles transcriptómicos de los genes expresados en 
acículas de púas sensibles y tolerantes a la sequía injertadas en portainjertos sensibles 
(Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S) y tolerantes (Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T), 
reveló la presencia de un conjunto de GEDs detectados en ambos análisis. Un total de 
2.541 GEDs comunes, de los que 1.322 genes estaban sobreexpresados en injertos de 
Oria 6, mientras que 1.218 estaban sobreexpresados en injertos de Gal 1056, 
independientemente del genotipo del portainjerto (Figura 4.6a). Únicamente se observó 
un gen sobreexpresado en Oria 6 / R1S y reprimido en Gal 1056 / R18T. El análisis de 
los términos GO más significativos mostró que, con independencia del portainjerto, las 
categorías "respuesta a estrés" (9%), "proceso metabólico celular" (8%), "proceso 
metabólico de sustancias orgánicas" (8%), y "proceso metabólico primario" (8%) eran 
los procesos biológicos enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Oria 6, mientras que 
en Gal 1056 los procesos biológicos "proceso metabólico celular" (9%), "proceso 
metabólico de sustancias orgánicas" (9%), "proceso metabólico primario" (9%), 
"proceso biosintético" (8%) y "proceso metabólico de compuestos de nitrógeno" (8%) 
estaban enriquecidos en GEDs sobreexpresados . El estudio integrado de los genes 
compartidos entre ambos análisis reveló que las categorías "localización de 
macromoléculas" (2%) y "desarrollo de organismos multicelulares" (1%) sólo contaban 
con GEDs sobreexpresados en Oria 6, independientemente del portainjerto analizado. 
Asimismo, las categorías "proceso metabólico secundario" (2%) y "ciclo celular" (2%) 
sólo contaban con GEDs sobreexpresados en Gal 1056 (Figura 4.10). 



RESULTADOS

Figura 4.10. Histograma de las categorías GO enriquecidas en GEDs sobreexpresados en la 
comparativa Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S (amarillo) y la comparativa Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / 
R18T (azul).

El análisis funcional de los GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R1S y Oria 6 / R18T 
permitió la identificación de genes que codifican FTs bZIP (unigene128170), DREB 
(unigene20075) y HSFs (isotig85377, unigene31301, unigene146137, isotig63123, 
unigene52857, unigene129711, unigene33094, isotig58263); la proteína de unión a 
clorofila a-b tipo 2 miembro 1A y el componente PsbR (unigene207985, 
unigene146225) que participa en la fotofosforilación asociada al fotosistema II; las 
reductasas de S-nitrostiol (TRX5) (PUT-13308, isotig85683); la proteína de 
procesamiento de pre-mRNA (LUC7) (isotig26861); y el componente SKP2 y Cullin-1 
(isotig49845, unigene133439), complejos de ubiquitilación basados en la cullina que 
participan en la conjugación de proteínas con ubiquitina. Entre los GEDs
sobreexpresados en Gal 1056 / R1S y Gal 1056 / R18T destacaron los que codifican 
proteínas implicadas en la biogénesis de ribosomas (isotig79958, unigene129248); la 
histona H2A (H2A) (isotig10673); los dedos de zinc del homeodominio vegetal (PHD) 
(PUT-12952, unigene129455), implicados en epigenética y regulación transcripcional 
mediada por cromatina; los factores de transcripción C2H2 (unigene16552), ERF 
(unigene20499) y HSF (isotig104905); la subunidad reguladora compartida Pol I-V 
(unigene18172), componente del complejo de la ARN polimerasa dependiente del ADN 
(Pol); y la proteína 1 de maduración por estrés abscísico (unigene146238), implicada en 
la señalización del ácido abscísico. El único GED sobreexpresado en Oria 6 / R1S y Gal 
1056 / R18T no pudo ser anotado.
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Validación del análisis ARN-Seq empleando RT-qPCR

Los resultados del análisis transcriptómico basado en ARN-Seq se validó mediante el 
análisis de expresión de cinco GEDs empleando tres réplicas biológicas de las acículas 
procedentes de las cuatro construcciones mediante RT-qPCR. Los genes analizados y 
los resultados del análisis de validación se detallan en la Figura 4.11. Los GEDs 
analizados fueron: el FT DREB, la proteína implicada en el procesamiento de pre-
ARNm (LUC7), el sistema de translocación TOM de la membrana externa de la 
mitocondria (TOM), el FT C2H2-ZF y el factor inhibidor de la migración de 
macrófagos (MIF). La cuantificación relativa de todos los GEDs mostró resultados que
validaban el análisis transcriptómico (Figura 4.11). 

Figura 4.11. Validación de los datos de ARN-Seq mediante RT-qPCR. Cuantificación relativa (RQ) 
por RT-qPCR (barras grises) y valores de expresión normalizados por ARN-Seq (barras negras).
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Análisis funcional de los genes expresados diferencia lmente en acículas de 
plantas injertadas sometidas a déficit  hídrico  

 

El análisis transcriptómico de los genes expresados diferencialmente en las acículas de 
las púas de los progenitores de Pinus pinaster injertadas en portainjertos 
intraespecíficos sometidos a un estrés hídrico moderado, también se llevó a cabo 
mediante ARN-Seq para poder comparar los resultados con los obtenidos a partir del 
análisis de los injertos control. La secuenciación de las 12 librerías de ADNc de las 
acículas de los injertos sometidos a sequía permitió analizar un total de 191.913 M de 
lecturas, con una longitud media de 75,52 nucleótidos, y un número de lecturas por 
librería que oscilaba entre 9,9 M y 27,6 M de secuencias sin procesar, y entre 8,7 y 23,1 
M de secuencias de alta calidad tras los procesos de filtrado (entre el 87,8% y el 83,6%) 
(Tabla 8). Las lecturas filtradas fueron mapeadas de forma independiente contra el 
transcriptoma de referencia de Pinus pinaster ProCoGen, obteniendo una tasa media de 
mapeo del 92,7% con una media de 11.979.357 lecturas mapeadas (Tabla 4.2).  

 

 

Tabla 4.2. Resumen de los datos de secuenciación ARN-Seq, procesamiento y mapeo de las acículas 
de los injertos de Pinus pinaster sometidos a déficit hídrico. 

 

 
 

Para explorar si los portainjertos genéticamente relacionados, con respuestas 
contrastadas a sequía, podían modificar las dinámicas transcriptómicas de las acículas 
de las púas injertadas sometidas a sequía, se analizaron los genes expresados 
diferencialmente en cada una de las 12 librerías secuenciadas. Se realizaron dos tipos de 
análisis de expresión génica diferencial, siguiendo una dinámica de trabajo similar a la 
abordada en el análisis de los injertos control. La primera comparación se llevó a cabo 
para evaluar si los portainjertos tolerantes o sensibles a la sequía estaban asociados con 
la modificación de los perfiles transcriptómicos tanto de las púas injertadas del 
progenitor sensible (Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T) como del tolerante (Oria 6 / 
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R1S vs Oria 6 / R18T) al déficit hídrico. La segunda comparación se llevó a cabo entre 
los transcriptomas de las púas sensibles y tolerantes a la sequía para analizar cómo 
variaban cuando se injertaban en portainjertos sensibles (Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / 
R1S) o tolerantes (Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T) al déficit hídrico. Los genes 
expresados diferencialmente fueron analizados empleando categorización funcional de 
Mapman, anotación de términos GO en cada ontología, y mediante el estudio de rutas 
KEGG enriquecidas. 
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Genes expresados diferencialmente en acículas de las púas de cada progenitor  
injertadas en los portainjertos sensibles y tolerantes a la sequía: análisis del 
efecto de los portainjertos en la respuesta de los injertos de Pinus pinaster al 
estrés hídrico

Siguiendo un flujo de estudio similar al descrito para plantas control, se analizó si los 
portainjertos sensibles o tolerantes a la sequía modificaban el perfil transcriptómico de 
las púas injertadas sometidas a déficit hídrico. Para ello, se procedió a la identificación 
de GEDs en cada una de las construcciones, comparando las que compartían el genotipo 
de la púa. El análisis funcional del efecto del portainjerto sobre el transcriptoma de púas
sensibles a sequía (Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T) permitió la detección de 847
GEDs expresados exclusivamente en acículas del progenitor femenino injertado sobre 
portainjertos sensibles y tolerantes, con 487 y 360 genes sobreexpresados en Gal 1056 /
R18T y Gal 1056 / R1S, respectivamente (Figura 4.12a). 

Figura 4.12. GEDs identificados en acículas de púas sensibles (Gal 1056) o tolerantes (Oria 6) a la 
sequía injertadas en portainjertos sensibles (R1S) vs tolerantes (R18T) a la sequía, en condiciones 
de estrés hídrico. (a) Diagrama de Venn mostrando los GEDs [Log2FC ≥ 1,5 y Log2FC ≤ -1,5; p≤0,05], 
sobreexpresados (S) y reprimidos (R) en cada comparativa. (b-c). Histogramas de las categorías MapMan 
enriquecidas con GEDs sobreexpresados.
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El análisis MapMan mostró que las categorías asociadas con “trasporte de solutos”, 
“metabolismo secundario”, “biosíntesis de ARN”, “modificación de proteínas”, 
“organización de cromatina”, y las subcategorías de enzimas asociadas con “hidrolasas” 
y “transferasas”, estaban enriquecidas en GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R1S; 
mientras que las categorías asociadas a procesos de “biosíntesis de ARN”, “transporte 
de solutos”, “tráfico vesicular”, “homeostasis de proteínas”, y las subcategorías de 
enzimas relacionadas con “acción de transferasas” y “oxidorreductasas”, estaban 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T (Figura 4.12b). La 
categoría “acción de fitohormonas”, y más concretamente, la subcategoría asociada a 
“péptidos de señalización”, incluía GEDs sobreexpresados en ambos genotipos; 
mientras que la subcategoría relacionada con “citoquininas”, incluía GEDs 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T implicados en biosíntesis y las subcategorías 
asociadas con “auxina” y “giberelinas”, incluían GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / 
R1S, implicados en conjugación y degradación, y biosíntesis. Entre los GEDs asociados 
a “biosíntesis de ARN” que codificaban FTs, se observó un enriquecimiento de genes 
WRKY, C2H2-ZF, NAC y AS2/LOB en las construcciones sobre el portainjerto 
tolerante (Gal 1056 / R18T), y de genes MYB, bZIP, YABBY y bHLH sobre el sensible 
(Gal 1056 / R1S). Entre los procesos implicados en “metabolismo secundario”, se 
detectó un enriquecimiento de genes asociados a la biosíntesis de “terpenos” en ambas 
construcciones, y un enriquecimiento de genes asociados a la biosíntesis de 
“flavonoides” únicamente en Gal 1056 / R18T. El análisis de GEDs asociados a 
“transporte de solutos”, reveló un enriquecimiento de genes asociados a las 
superfamilias de transportadores APC y MFS sobreexpresados en ambas 
construcciones; mientras que aquellos relacionados con la superfamilia TOC, y más 
concretamente las proteínas SWEET, y genes implicados en transporte por canales, 
GLR y MICU, estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R18T; frente a los asociados a las 
superfamilias CDF y DMT, las familias VIT y ZIP, el transporte de aniones 
QUAC/ALMT y el complejo de la ATPasa-V, que estaban sobreexpresados en Gal 
1056 / R1S. 

El análisis de distribución de términos GO, reveló que la categoría más informativa era 
“procesos biológicos”, con GEDs sobreexpresados asociados con “procesos celulares” 
(8%), “procesos metabólicos” (7%), “respuesta a estímulos” (6%), “proceso metabólico 
de sustancias orgánicas” (5%) y “proceso metabólico primario” (5%) en Gal 1056 / 
R1S; mientras que las categorías enriquecidas en GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / 
R18T estaban asociadas con “procesos celulares” (9%), “procesos metabólicos” (9%), 
“respuesta a estímulos” (7%), “respuesta a estrés” (6%), “desarrollo” (5%) y “desarrollo 
de la estructura anatómica” (5%). En la figura 4.13 se representan los 30 términos GO 
más enriquecidos en GEDs en la comparativa Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T 
(Figura 4.13a y b, respectivamente). 
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Figura 4.13. Categorías de los 30 términos GO más enriquecidos en GEDs significativamente 
sobreexpresados [Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05] en (a) Gal 1056 / R1S y (b) Gal 1056 / R18T 
sometidos a estrés hídrico. El círculo, triángulo y cuadrado representan las categorías procesos biológicos, 
componentes celulares y función molecular, respectivamente. 

El análisis de rutas KEGG desveló que las 30 principales vías enriquecidas con un 
mayor número de GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R1S fueron glicolisis y 
gluconeogénesis, metabolismo de piruvato, metabolismo del almidón y metabolismo de 
la sacarosa, metabolismo de inositol fosfato, biosíntesis de fenilpropanoides, 
metabolismo de purina, biosíntesis de diterpenoides y fijación del carbono en 
organismos fotosintéticos (Figura 4.14a); mientras que las rutas del citocromo P450,
metabolismo de aminoázucares y nucleótidos, metabolismo de xenobióticos, 
metabolismo de cisteína y metionina, y metabolismo de glicerolípidos estaban
enriquecidas con un mayor número de GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T 
(Figura 4.14b).
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Figura 4.14. Análisis de las 30 rutas KEGG más enriquecidas en genes significativamente 
sobreexpresados (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en (a) Gal 1056 / R1S y Gal 1056 / R18T (b) sometidas a 
estrés hídrico. El factor de riqueza (richFactor) representa la relación entre el número de GEDs y el 
número de todos los genes de la ruta.

El análisis de acículas del progenitor masculino Oria 6 injertadas en portainjertos 
sensibles frente a tolerantes a sequía (Oria 6 /R1S vs Oria 6 / R18T) permitió identificar 
1.296 GEDs exclusivos, 722 y 565 genes sobreexpresados en el genotipo tolerante (Oria 
6 / R18T) y el genotipo sensible (Oria 6 / R1S), respectivamente (Figura 4.12a). El 
análisis de categorización MapMan, mostró que los procesos relacionados con
“organización de la pared celular”, “acción de fitohormonas”, “transporte de solutos”, 
“procesamiento de ARN”, “biosíntesis de ARN”, “homeostasis de proteínas” y,
nuevamente, las subcategorías “transferasas” y “oxidorreductasas”, estaban más 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados en el genotipo sensible, Oria 6 / R1S, mientras 
que aquellos implicados en “biosíntesis de ARN”, “metabolismo secundario”, 
“homeostasis de proteínas”, “transporte de solutos”, y las subcategorías “transferasas” y 
“oxidorreductasas” englobadas en la categoría clasificación de enzimas, estaban más 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T (Figura 4.12c). 



RESULTADOS 
 

Entre los genes asociados a “biosíntesis de ARN” que codificaban FTs, se observó un 
enriquecimiento de GEDs sobreexpresados DREB, GARP, BOP y LIM en Oria 6 / R1S, 
mientras que GEDs GRAS, WRKY, MYB, ERF, AS2/LOB, mTERF, C2H2-ZF, NAC 
y bHLH sobreexpresados en Oria 6 / R18T. Entre los GEDs englobados en la categoría 
“acción de fitohormonas”, observamos un enriquecimiento de genes sobreexpresados en 
Oria 6 / R1S asociados con la percepción y transducción de las hormonas “citoquinas”, 
“etileno” y “estrigolactona”, mientras que no se detectaron genes sobreexpresados en 
Oria 6 / R18T. En “metabolismo secundario”, se detectó GEDs asociados con la 
biosíntesis de “terpenos” tanto en Oria 6 / R1S como Oria 6 / R18T, mientras que los 
genes asociados con la biosíntesis de “flavonoides”, más concretamente, de 
“antocianinas”, “chalconas” y “dihidroflavonoides”, y la “vía del metileritritol fosfato” 
(MEP), estaban únicamente sobreexpresados en Oria 6 / R18T.  

En el análisis de GEDs asociados con “transporte de solutos”, observamos en ambas 
construcciones un enriquecimiento de genes que codifican proteínas transportadoras 
NRT1/PTR, dentro de la superfamilia de transportadores MFS, ; mientras que aquellos 
relacionados con proteínas transportadoras UnamiT y LHT de las superfamilias DMT y 
APC, respectivamente, estaban sobreexpresados en Oria 6 / R1S, y los GEDs que 
codifican proteínas PUP y PHT4, asociados a las superfamilias de transportadores DMT 
y MFS respectivamente, complejos MCU de transporte de calcio y los canales 
MRS/MGT estaban sobreexpresados en Oria 6 /R18T. 

El análisis de la distribución de términos GO reveló que las categorías “proceso celular” 
(8%), “proceso metabólico” (7%), “respuesta a estímulos”(6%), “desarrollo de la 
estructura anatómica” (6%), “proceso de desarrollo” (6%), “metabolismo de sustancias 
orgánicas” (5%) y “proceso de metabolismo primario” (5%), fueron los procesos más 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R1S; mientras que las categorías 
“procesos metabólicos” (7%), “proceso celular” (7%), “respuesta a estímulos” (5%), 
“metabolismo de sustancias orgánicas” (5%), “proceso metabólico primario” (5%), 
“respuesta a estrés” (5%) y “proceso metabólico celular” (5%), lo eran en Oria 6 / R18T 
En la Figura 4.15 se representan los 30 términos GO más enriquecidos en GEDs en Oria 
6 / R1S y en Oria 6 / R18T (Figura 4.15a y b, respectivamente). 
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Figura 4.15. Categorías de los 30 términos GO más enriquecidos en GEDs significativamente 
sobreexpresados [Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05] en (a) Oria 6 / R1S y (b) Oria 6 / R18T 
sometidas a estrés hídrico. El círculo, triángulo y cuadrado representan las categorías procesos biológicos, 
componentes celulares y función molecular, respectivamente.

El análisis KEGG reveló que entre las 30 principales rutas enriquecidas con un mayor 
número de GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R1S se identificaron las relacionadas con
metabolismo de purina, glicólisis y gluconeogénesis, metabolismo de aminoazúcares y 
nucleótidos, biosíntesis de monoterpenos, sistema de señalización fosfatidilinositol, 
metabolismo de cisteína y metionina, y metabolismo de glicerofosfolípidos (Figura 
4.16a); mientras que las vías asociadas con metabolismo de aminoazúcares y 
nucleótidos, biosíntesis de flavonoides, metabolismo de almidón y metabolismo de 
sacarosa, biosíntesis de fenilpropanoides, y metabolismo de cisteína y metionina
estaban enriquecidas en GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T (Figura 4.16b).
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Figura 4.16. Análisis de las 30 rutas KEGG más enriquecidas en genes significativamente 
sobreexpresados (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en (a) Oria 6 / R1S y (b) Oria 6 / R18T sometidas a estrés 
hídrico. El factor de riqueza (richFactor) representa la relación entre el número de GEDs y el número de 
todos los genes de la ruta.
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Genes expresados diferencialmente entre acículas de las púas de ambos  
progenitores injertadas sobre portainjertos sensibles o tolerantes a la sequía:  
análisis del efecto de la púa en la respuesta de los injertos de Pinus pinaster al 
estrés hídrico

El análisis comparativo de los genes expresados diferencialmente entre acículas de púas 
sensibles y tolerantes a la sequía injertadas sobre portainjertos sensibles a déficit hídrico 
(Gal 1056 /R1S vs Oria 6 / R1S) frente a los injertados sobre portainjertos tolerantes 
(Gal 1056 /R18T vs Oria 6 / R18T), sometidos a sequía permitió identificar un total de 
2.336 GEDs sólo expresados en las injertadas sobre portainjertos sensibles, con 1.057 
genes sobreexpresados en Oria 6 / R1S y 1.279 genes sobreexpresados en Gal 1056 / 
R1S (Figura 4.17a).

Figura 4.17. GEDs identificados al comparar acículas de las púas de los progenitores, Gal 1056 
(sensible) vs Oria 6 (tolerante) injertados sobre portainjertos sensibles (R1S) o tolerantes (R18T) a 
la sequía, sometidas a estrés hídrico. (a) Diagrama de Venn mostrando los GEDs [Log2FC ≥ 1,5 y 
Log2FC ≤ -1,5; p≤0,05] sobreexpresados (S) y reprimidos (R) en cada comparativa. (b-c). Histogramas 
de las categorías MapMan enriquecidas con GEDs sobreexpresados.
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El análisis MapMan mostró que las categorías asociadas con “transporte de solutos”, 
“metabolismo secundario”, “biosíntesis de ARN”, “homeostasis de proteínas”, 
“modificación de proteínas”, “organización de la pared celular”, “organización de la 
cromatina”, “organización del ciclo celular”, y “metabolismo de lípidos”, estaban 
significativamente enriquecidas con GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R1S; 
mientras que las categorías asociadas con “transporte de solutos”, “biosíntesis de ARN”, 
“homeostasis de proteínas”, “modificación de proteínas”, “respuesta a estímulo 
externo”, y “acción de fitohormonas”, lo estaban en Oria 6 / R1S sometidos a sequía. 
Cabe destacar que únicamente se encontraron genes sobreexpresados en las categorías 
“metabolismo de aminoácidos”, “metabolismo de poliaminas”, “respuesta a daño de 
ADN”, y “traslocación de proteínas”, en Gal 1056 / R1S (Figura 4.17b). 

Entre los GEDs implicados en “biosíntesis de ARN” que codifican FTs, AS2/LOB, 
C2H2-ZF, DREB, MADS/AGL, NAC y WRKY, estaban sobreexpresados tanto en Gal 
1056 / R1S como en Oria 6 / R1S; mientras que GARP, mTERF, TCP y ULT, estaban 
sobreexpresados exclusivamente en Oria 6 / R1S; y los FTs AP2/ERF, bHLH, ERF, 
MYB, NF-YA, NF-YB, TIFY y WOX sólo en Gal 1056 /R1S. Entre los procesos 
asociados a la “acción de fitohormonas”, aquellos relacionados con “péptidos de 
señalización” incluían genes sobreexpresados en ambas construcciones; mientras que 
aquellos implicados en la biosíntesis de “ácido jasmónico”, y percepción y señalización 
de “giberelinas” y “etileno”, incluían GEDs exclusivamente sobreexpresados en Oria 6 / 
R1S, y aquellos relacionados con la percepción y señalización mediada por 
“brasinosteroides”, y la biosíntesis de “ácido abscísico” y “giberelinas”, incluían GEDs 
sobreexpresados en Gal 1056 / R1S. El análisis MapMan también reveló, que 
“metabolismo secundario” estaba enriquecido con genes asociados con la biosíntesis de 
“flavonoles” tanto en Gal 1056 / R1S como en Oria 6 / R1S, mientras que con 
biosíntesis de “antocianinas”, “chalconas”, “dihidroflavonoides” y “glicósidos de 
flavonoides”, “vía del metileritritol fosfato” (MEP), biosíntesis de “terpenos”, y 
biosíntesis de compuestos fenólicos como “p-coumaroil-CoA”, en Gal 1056 / R1S. El 
análisis de GEDs asociados a “transporte de solutos”, reveló un enriquecimiento de 
genes que codifican proteínas transportadoras AAP, BOR, UmamiT, NRT1/PTR, 
SWEET y ZIP, englobadas dentro de las superfamilias de transportadores APC, APC, 
DMT, MFS, TOC y a la familia de transportadores ZIP, respectivamente, y a los canales 
de transporte FEX y PIP, que estaban sobreexpresados en ambos tipos de injertos; 
mientras que aquellos relacionados con las proteínas transportadoras LAT, ProT, KEA, 
y PUP, englobadas dentro de las superfamilias de proteínas APC, APC, CPA y DMT, 
respectivamente, las proteínas Fabaceae-N70, PHT1, UNE2, ERD6 y PLT de la 
superfamilia MFS, las proteínas DTX y OPT de las superfamilias MOP y OPT, 
respectivamente, transportadores de sodio/potasio HKT, canales NIP y TIP, y 
transportadores ABCG, estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R1S; y aquellos 
asociados a las proteínas CAX, G3P y BT1 asociadas con las superfamilias de 
transportadores CDF, MFS y MFS, respectivamente, la proteína transportadora MTCC, 
canales GLR y MICU, y el complejo ATPasa V, estaban sobreexpresadas en Oria 6 / 
R1S. El análisis de los GEDs implicados en “organización de la pared celular” permitió 
identificar un enriquecimiento de genes asociados con proteínas de la pared celular 
AGP, proteínas COB implicadas en el ensamblaje de redes de celulosa y hemicelulosa, 
con el componente Cyt-b5 implicado en la formación de la cutícula lipídica, 
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galacturonosiltransferasas y xylosiltransferasas asociadas con la biosíntesis de xilanos, 
CCoA-OMT implicadas en la biosíntesis de ligninas, y proteínas asociadas con la 
modificación y degradación de pectinas, sobreexpresados en Gal 1056 / R1S; mientras 
que genes asociados con el regulador CFL implicado en la biosíntesis de cutina y 
suberina estaban sobreexpresados en Oria 6 / R1S.

Figura 4.18. Categorías de los 30 términos GO enriquecidas en GEDs significativamente 
sobreexpresados [Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05] en los injertos (a) Gal 1056 / R1S y (b) Oria 6 
/ R1S sometidos a estrés hídrico. El círculo, triángulo y cuadrado representan las categorías procesos 
biológicos, componentes celulares y función molecular, respectivamente.



RESULTADOS

El análisis de la distribución de términos los 30 términos GO más enriquecidos reveló 
que “proceso celular” (7%), “proceso metabólico” (7%), “respuesta a estímulos” (5%), 
“respuesta a estrés” (5%) y “proceso metabólico celular” (5%), estaban más 
enriquecidos con GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R1S (Figura 4.18a); mientras 
que “proceso celular” (6%), “proceso metabólico” (5%) y “respuesta a estímulo” (5%), 
lo estaban en Oria 6 / R1S (Figura 4.18b). El análisis de las 30 rutas KEGG con mayor 
número de GEDs permitió identificar que el metabolismo de almidón y de sacarosa, 
glicólisis y gluconeogénesis, biosíntesis de flavonoides, biosíntesis de fenilpropanoides, 
metabolismo de glicerolípidos, metabolismo de aminoazúcares y nucleótidos, 
biosíntesis de monoterpenos, interconversiones pentosa y glucuronato, y metabolismo 
del ascorbato y aldarato, incluían el mayor número de genes sobreexpresados en Gal 
1056 /R1S (Figura 4.19a); mientras que glucólisis y gluconeogénesis, metabolismo de la 
galactosa, metabolismo de purina, metabolismo de piruvato, metabolismo de inositol 
fosfato, y metabolismo de almidón y de sacarosa, en Oria 6 / R1S (Figura 4.19b).

Figura 4.19. Análisis de las 30 principales rutas KEGG más enriquecidas en genes 
significativamente sobreexpresados (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en injertos (a) Gal 1056 / R1S y (b) Oria 6 
/ R1S  sometidos a sequía. El factor de riqueza (richFactor) representa la relación entre el número de 
GEDs y el número de todos los genes de la ruta.
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El análisis de la expresión génica diferencial entre las púas sensibles y tolerantes a 
sequía, injertadas sobre portainjertos tolerantes (Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T) 
sometidos a sequía permitió identificar 2.145 GEDs identificados exclusivamente, con 
1.260 y 885 genes sobreexpresados en Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T, 
respectivamente (Figura 4.17a).  

El análisis de categorización MapMan reveló que, los procesos relacionados con la 
acción de “transferasas”, “transporte de solutos”, “biosíntesis de ARN” y “organización 
de la pared celular”, estaban enriquecidos con GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / 
R18T; mientras que aquellos relacionados con la acción de “transferasas”, 
“oxidorreductasas” e “hidrolasas”, subcategorías de la categoría “clasificación de 
enzimas”, “biosíntesis de ARN”, “homeostasis de proteínas”, “metabolismo secundario” 
y “transporte de solutos”, estaban enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Oria 6 / 
R18T. El análisis también detecto que las categorías “metabolismo de carbohidratos”, 
“metabolismo de coenzimas”, “organización del citoesqueleto” y “traslocación de 
proteínas”, incluían GEDs únicamente sobreexpresados en el genotipo sensible; 
mientras que las categorías “metabolismo de poliaminas” y “tráfico vesicular”, incluían 
GEDs únicamente sobreexpresados en el progenitor tolerante.  

Entre los GEDs implicados en “biosíntesis de ARN” que codificaban FTs, ERF, GRAS 
y NAC estaban sobreexpresados en ambas construcciones; mientras que los factores de 
transcripción AS2/LOB, C2H2-ZF, DOF, DREB, GATA, TUB y WRKY, estaban 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T; y los BBX-CO, bHLH, bZIP, GARP, MYB, TUB 
y zf-HD estaban enriquecidos en genes sobreexpresados exclusivamente en Oria 6 / 
R18T. Entre los GEDs implicados en la “acción de fitohormonas”, aquellos 
relacionados con la biosíntesis de “ácido jasmónico” y “péptidos de señalización” 
incluían GEDs sobreexpresados en ambos genotipos, mientras que aquellos relacionado 
con la biosíntesis de “auxinas”, incluían GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T; y 
los relacionados con la percepción y señalización mediada por “brasinosteroides”, lo 
estaban en Oria 6 / R18T. Entre los GEDs implicados en “metabolismo secundario”, los 
genes relacionados con la biosíntesis de “fenoles”, “p-coumaroil-CoA”, estaban 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T, mientras los genes asociados a la biosíntesis de 
“antocianinas”, “terpenos” y la “vía MEP”, lo estaban en Oria 6 / R18T. El análisis de 
GEDs asociados a “transporte de solutos”, reveló un enriquecimiento de genes 
sobreexpresados que codifican proteínas transportadoras NRT1/PTR y OPT en ambos 
progenitores; mientras que aquellos relacionados con las proteínas transportadoras LHT 
y HAK/KIP/KT de la superfamilia de proteínas APC, las proteínas NCL/EF-CAX de la 
superfamilia CDF, las proteínas Fabaceae-N70 y PHT4 de la superfamilia MFS, 
proteínas SWEET, y los canales QUAC/ALMT, GLR y PIP, estaban sobreexpresados 
en Gal 1056 / R18T; y aquellos asociados con las proteínas DTX, FEX, MTCC, NGT, 
UAfT de la superfamilia DMT, VTL de la familia VIT y las proteínas transportadoras 
ABCG, estaban sobreexpresados en Oria 6 / R18T. El análisis de GEDs implicados en 
“organización celular” permitió identificar un enriquecimiento de genes asociados con 
“modificación y degradación de pectinas”, sobreexpresados en ambos progenitores, 
mientras que aquellos asociados con la “biosíntesis de ligninas y cutina”, el “ensamblaje 
de la red celulosa-hemicelulosa”, y “proteínas AGP de la pared celular”, estaban 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T; y los implicados en la “formación de lípidos 
cuticulares de cutina y suberina”, lo estaban en Oria 6 / R18T.  



RESULTADOS

El análisis de la distribución de términos GO reveló que las categorías “respuesta a 
estímulos” (23%), “desarrollo” (21%), “desarrollo de la estructura anatómica” (21%), 
“respuesta a estrés” (21%) y “metabolismo secundario” (3%), fueron los procesos más 
enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T (Figura 4.20a); mientras 
que las categorías “proceso metabólico” (6%), “proceso celular” (6%) y “respuesta a 
estímulos” (5%), fueron los procesos más enriquecidos con GEDs en Oria 6 / R18T 
(Figura 4.20b).

Figura 4.20. Categorías de los 30 términos GO enriquecidas en GEDs significativamente 
sobreexpresados [Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05] en los injertos (a) Gal 1056 / R18T y (b) Oria 
6 / R18T sometidos a estrés hídrico. El círculo, triángulo y cuadrado representan las categorías procesos 
biológicos, componentes celulares y función molecular, respectivamente.
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El análisis de las 30 principales rutas KEGG, reveló que las vías relacionadas con el 
metabolismo de almidón y sacarosa, metabolismo de purina, biosíntesis de 
fenilpropanoides, metabolismo de cisteína y metionina, metabolismo de 
glicerofosfolípidos, metabolismo de aminoazúcares y nucleótidos, y metabolismo de 
beta-alanina, estaban enriquecidas en GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R18T 
(Figura 4.21a); mientras que las rutas relacionadas con el metabolismo de almidón y 
sacarosa, glicólisis y gluconeogénesis, biosíntesis de flavonoides, metabolismo de 
tirosina, biosíntesis de alcaloides de isoquinolina, y fijación de carbono en organismo 
fotosintéticos, lo estaban en Oria 6 / R18T (Figura 4.21b).

Figura 4.21. Análisis de las 30 principales rutas KEGG más enriquecidas en genes 
significativamente sobreexpresados (≥1,5 Log2FC; p≤0,05) en injertos (a) Gal 1056 / R18T y (b) Oria 
6 / R18T sometidos a sequía. El factor de riqueza (richFactor) representa la relación entre el número de 
GEDs y el número de todos los genes de la ruta.



RESULTADOS 
 

Genes expresados diferencia lmente entre acículas de las púas de los  
progenitores injertados sobre portainjertos sensibles o tolerantes  a la sequía al 
comparar injertos control frente a injertos sometidos a estrés hídrico  

 

Asimismo, llevamos a cabo el estudio comparativo de los perfiles transcriptómicos de 
las acículas de cada una de las construcciones sometidas a los dos regímenes hídricos: 
injertos control frente a injertos sometidos a estrés hídrico. Para ello, se analizaron los 
genes expresados diferencialmente en las 24 librerías de ADNc estableciendo las 
siguientes comparativas: a) Gal 1056 / R1S control vs Gal 1056 / R1S sequía, b) Oria 6 
/ R1S control vs Oria 6 / R1S sequía, c) Gal 1056 / R18T control vs Gal 1056 / R18T 
sequía, y d) Oria 6 / R18T control vs Oria 6 / R18T sequía. El análisis de los 
componentes principales (PCA) del conjunto de datos de expresión génica permitió la 
agrupación de las muestras analizadas. El primer componente principal (PC1), asociado 
al genotipo de la púa, explicó el 84% de la varianza, mientras que los genotipos de los 
portainjertos (PC2) explicó el 5% de la varianza (Figura 4.22). Los genes expresados 
diferencialmente fueron analizados por la categorización funcional Mapman, anotación 
ontológica de términos GO en cada ontología, y estudio de rutas KEGG. 

 

 

Figura 4.22. Injertos analizados combinando portainjertos tolerantes (R18T) y sensibles (R1S) a la 
sequía, con púas tolerantes (Oria 6) y sensibles (Gal 1056) a la sequía, sometidos a dos regímenes 
hídricos: control (WW) y déficit hídrico (WD). Gráfico PCA del FPKM log2-normalizado de las 
muestras de ARN-Seq analizadas. 
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El análisis de los genes expresados diferencialmente al comparar de forma 
independiente las acículas control frente a las sometidas a estrés hídrico de cada injerto, 
permitió detectar 1.302 GEDs en Gal 1056 / R1S, con 655 y 647 GEDs sobreexpresados
en los injertos Gal 1056 / R1S WD y Gal 1056 / R1S WW, respectivamente. En Gal 
1056 / R18T se detectaron 1.525 GEDs, de ellos 975 y 550 GEDs sobreexpresados en 
Gal 1056 / R18T WD y Gal 1056 / R18T WW, respectivamente. En el caso de Oria 6 / 
R1S se detectaron 944 GEDs, de los que 637 y 307 eran GEDs sobreexpresados en Oria 
6 / R1S WD y Oria 6 / R1S WW, respectivamente. Por último, en Oria 6 / R18T se 
identificaron 948 GEDs, con 501 y 447 GEDs sobreexpresados en Oria 6 / R18T WD y
Oria 6 / R18T WW, respectivamente (Figura 4.23). 

Figura 4.23. GEDs sobreexpresados en acículas de cada una de las construcciones analizadas, Gal 
1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S y Oria 6 / R18T, identificados al comparar los injertos 
control (WW) frente a los sometidos a déficit hídrico (WD) para cada construcción. GEDs 
sobreexpresados en injertos WW (azul), WD (verde) y GEDs totales (amarillos) [Log2FC ≤ -1,5 y 
Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05].

El análisis de categorización MapMan, permitió identificar los procesos celulares 
enriquecidos en GEDs en cada tipo de injerto. En Gal 1056 / R1S WW vs Gal 1056 / 
R1S WD se observó que los procesos relacionados con “organización de ciclo celular”, 
“organización de la pared celular”, “organización del citoesqueleto”, “biosíntesis de 
proteínas”, “metabolismo lipídico”, “biosíntesis de ARN”, “homeostasis de proteínas”, 
“transporte de solutos” y “modificación de proteínas”, estaban enriquecidos en GEDs
sobreexpresados en las plantas WW.



RESULTADOS

Finalmente, metabolismo de carbohidratos incluía GEDs únicamente sobreexpresados 
en Gal 1056 / R1S WW. Por el contrario, los GEDs relacionados con “transporte de 
solutos”, “biosíntesis de ARN”, “metabolismo de aminoácidos”, “tráfico de vesículas” y 
“acción de fitohormonas”, estaban enriquecidos con GEDs sobreexpresados en plantas 
WD. El análisis también detectó que las categorías “fotosíntesis”, “translocación de 
proteínas” y “metabolismo de coenzimas” incluían GEDs únicamente sobreexpresados
en Gal 1056 / R1S WD (Figura 4.24).

Figura 4.24. Histograma de las categorías MapMan enriquecidas en GEDs sobreexpresados
(Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05) en Gal 1056 / R1S control (WW, en azul) y en Gal 1056 / 
R1S sometidos a déficit hídrico (WD, en verde).

Entre los GEDs implicados en “biosíntesis de ARN” que codificaban FTs, C3H-ZF, 
MYB, NAC y NF-Y estaban enriquecidos en GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / R1S
WW; mientras que los FTs BBX-DBB, bHLH, bZIP, C2H2-ZF, DREB, ERF, GRF-
GIF, mTERF y WRKY estaban enriquecidos en GEDs sobreexpresados en las acículas 
de Gal 1056 / R1S WD. Entre los GEDs implicados en “acción de fitohormonas”, 
aquellos relacionados con “péptidos de señalización”, estaban sobreexpresados en las 
muestras Gal 1056 / R1S WW, mientras que aquellos implicados en la percepción y 
señalización mediada por “ácido abcísico”, “etileno” y “giberelinas”, y la modificación 
y degradación de “giberelinas” y “citoquininas”, incluían GEDs sólo sobreexpresados
en Gal 1056 / R1S WD. El análisis de GEDs asociados a “transporte de solutos”, reveló 
un enriquecimiento de genes que codifican proteínas transportadoras NRT1/PTR, que 
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estaban sobreexpresados en ambos tratamientos; mientras que aquellos relacionados con 
proteínas OCT y UmamiT, de las superfamilias MFS y DMT respectivamente, y los 
canales COPT y OSCA estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R1S WW; y aquellos 
asociados con las proteínas transportadoras AAP, BOR, CCC y AZG de la superfamilia 
de proteínas transportadoras APC, las proteínas NGT, PHT1 y BT1 de la superfamilia 
MFS, las proteínas HKT, MTCC, SWEET y ZIP, y los canales GLR, PUP, 
QUAC/ALMT y TIP, estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R1S WD. El análisis de 
GEDs implicados en “metabolismo secundario”, permitió identificar un enriquecimiento 
de GEDs asociados a biosíntesis de “antocianinas”, “chalconas” y la ruta del 
“mevalonato” sobreexpresados en Gal 1056 / R1S WW, y de aquellos asociados con la 
síntesis de “terpenos”, y la acción de las proteínas “flavonol sintasa” y “phenylalanina 
amonio liasa”, lo estaban en Gal 1056 / R1S WD.

El análisis MapMan de los GEDs en la comparativa Gal 1056 / R18T WW vs Gal 1056 
/ R18T WD, reveló que las categorías “biosíntesis de ARN”, “metabolismo de 
carbohidratos”, “acción de fitohormonas”, “homeostasis de proteínas” y “transporte de 
solutos”, estaban más enriquecidas en genes sobreexpresados en Gal 1056 / R18T WD; 
mientras que transporte de solutos, “metabolismo secundario” y “biosíntesis de ARN”, 
lo estaban en Gal 1056 / R18T WW. Las categorías “mantenimiento de la homeostásis 
redox” y “biosíntesis de proteínas” sólo incluían GEDs sobreexpresados en Gal 1056 / 
R18T WD, mientras que, por el contrario, “organización del citoesqueleto” y 
“metabolismo de coenzima” lo hacían en Gal 1056 / R18T WW (Figura 4.25). 

Figura 4.25. Histograma de las categorías MapMan enriquecidas en GEDs sobreexpresados
(Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05) en Gal 1056 / R18T control (WW, azul) en Gal 1056 / R18T 
sometidos a déficit hídrico (WD, verde).



RESULTADOS 
 

El análisis de los GEDs en la categoría “biosíntesis de ARN”, relacionados con FTs 
DREB, ERF, MYB y NAC, estaban enriquecidos en GEDs sobreexpresados en plantas 
sometidas a los dos regímenes hídricos; mientras que los factores AFP/NINJA, BBX-
CO, bHLH, bZIP, C2H2-ZF, DOF, GRF-GIF, HD-ZIP I/II, HSF, mTERF, 
RAV/NGATHA y TCP, estaban enriquecidos en genes sobreexpresados en Gal 1056 / 
R18T WW; y los factores de transcripción TUB, WOX y zf-HD, estaban 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T WD. El análisis de GEDs asociados a “transporte 
de solutos”, reveló un enriquecimiento de genes asociados a proteínas transportadoras 
UmamiT, que estaban sobreexpresados en plantas sometidas a ambos tratamientos; 
mientras que aquellos relacionados con proteínas CAX, INT, SULTR, UTE1|5 y VTL, 
de las superfamilias CDF, MFS, APC y DMT, y la familia VIT, respectivamente, 
estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R18T WW; y aquellos asociados a las proteínas 
transportadoras AAP, BOR, COPT, DTX y Fabaceae-N70, la proteína HMA de la 
superfamilia de proteínas ATPasas tipo-P, la proteína LAT de la superfamilia APC, y 
las proteínas PHT1, NRTI/PTR, OPT y MTCC lo estaban en Gal 1056 / R18T WD. 
Entre los GEDs relacionados con “acción de fitohormonas”, aquellos relacionados con 
“péptidos de señalización” y percepción y señalización de “ácido abscísico”, estaban 
sobreexpresados en todas las plantas, mientras que aquellos relacionados con la proteína 
BKI inhibidora de “brasinosteroides” y con la biosíntesis de “citoquininas” y “etileno”, 
incluían GEDs sobreexpresados únicamente en Gal 1056 / R18T WW. Entre los GEDs 
asociados con metabolismo secundario, los genes relacionados con la biosíntesis de 
“glucosinolatos” y “carotenoides”, estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R18T WW, y 
los genes asociados a la biosíntesis de “antocianina”, “chalconas”, “flavonoides”, 
“terpenos” y la enzima “fenilalanina amonio liasa”, lo estaban sobreexpresados en Gal 
1056 / R18T WD. El análisis de los GEDs relacionados con “respuesta a estímulo 
externo”, permitió detectar que los genes que codificaban proteínas defensinas y EDS1, 
implicadas en respuesta a patógenos, estaban sobreexpresados en Gal 1056 / R18T 
WW, mientras que los que codificaban receptores NLR y AGG1/2, también de 
respuesta a patógeno, lo estaban en Gal 1056 / R18T WD. 

El análisis MapMan de GEDs en la comparativa Oria 6 / R1S WW vs Oria 6 / R1S WD, 
reveló que las categorías “biosíntesis de ARN”, “transporte de solutos” y “organización 
de la pared celular”, eran las más enriquecidas en genes sobreexpresados en Oria 6 / 
R1S WW; mientras que las categorías “biosíntesis de ARN”, “transporte de solutos” y 
“modificación de proteínas”, eran las más enriquecidas en genes sobreexpresados en 
Oria 6 / R1S WD. Las categorías “fotosíntesis” y “homeostasis redox” incluían GEDs 
únicamente sobreexpresados en Oria 6 / R1S WW. Por el contrario, las categorías 
“tráfico vesicular”, “acción de fitohormonas”, “organización del citoesqueleto” y 
“metabolismo de coenzimas”, incluían genes únicamente sobreexpresados en Oria 6 / 
R1S WD (Figura 4.26).  
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Figura 4.26. Histograma de las categorías MapMan enriquecidas en GEDs sobreexpresados 
(Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05) en Oria 6 / R1S control (WW, azul Oria 6 / R1S sometidos 
a déficit hídrico (WD, verde).

Entre los GEDs implicados en “biosíntesis de ARN” que codificaban FTs, BBX-CO, 
JUMONJI, MADS/AGL y WRKY, estaban enriquecidos en genes sobreexpresados en 
Oria 6 / R1S WW; y los FTs bHLH, GRAS, HSF, mTERF, MYB, NAC, TIFY, 
YABBY y zf-HD, lo estaban en Oria 6 / R1S WD. Entre los GEDs relacionados con 
“transporte de solutos”, aquellos que codificaban las proteínas UmamiT, OPT, OSCA y 
el canal de aniones CLC, estaban sobreexpresados en Oria 6 / R1S WW, mientras que
los que codificaban las proteínas PUP, Fabaceae-N70, NRT1/PTR, PLT y DTX, 
incluían GEDs sobreexpresados únicamente en Oria 6 / R1S WD. Entre los GEDs
asociados con la “organización de la pared celular”, los genes relacionados con las 
proteínas de la pared celular AGP, la biosíntesis, modificación y degradación de 
pectinas, y la modificación y degradación de xilanos, estaban sobreexpresados en Oria 6 
/ R1S WW, mientras que sólo se encontraron GEDs codificantes de pectato liasa, 
implicada en modificación y degradación de pectinas, sobreexpresados en Oria 6 / R1S 
WD. 

El análisis MapMan de los GEDs en la comparativa Oria 6 / R18T WW vs Oria 6 / 
R18T WD, reveló que los procesos “biosíntesis de ARN”, “transporte de solutos”, 
“organización de la pared celular”, “respuesta a estímulo externo” y “modificación de
proteínas”, eran los más enriquecidos en genes sobreexpresados en Oria 6 / R18T WW; 
mientras que los procesos relacionados con “transporte de solutos”, “homeostasis de 
proteínas”, “acción de fitohormonas”, “biosíntesis de ARN” y “metabolismo de lípidos” 
lo eran en Oria 6 / R18T WD. Las categorías “tráfico vesicular”, “metabolismo 
secundario”, “homeostasis redox”, “regulación de multiprocesos”, “respuesta a daño del 
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ADN”, “metabolismo de poliaminas”, “organización de citoesqueleto”, “organización 
del ciclo celular” y “metabolismo de aminoácidos”, incluían GEDs sólo
sobreexpresados en Oria 6 / R18T WW. Por el contrario, las categorías “respiración 
celular”, “fotosíntesis”, “biosíntesis de proteínas”, “metabolismo de coenzimas” y 
“metabolismo de carbohidratos”, incluían genes únicamente sobreexpresados en Oria 6 /
R18T WD (Figura 4.27). 

Figura 4.27. Histograma de las categorías MapMan enriquecidas en GEDs sobreexpresados
(Log2FC ≤ -1,5 y Log2FC ≥ 1,5; p≤0,05) en Oria 6 / R18T control (WW, azul) y en Oria 6 / R18T 
sometidos a déficit hídrico (WD, verde).

Entre los GEDs implicados en “biosíntesis de ARN” que codificaban FTs NAC, MYB y 
WRKY, estaban enriquecidos en genes sobreexpresados en ambos tratamientos, 
mientras que los FTs AP2/RAV, AS2/LOB, BBX-DBB, DREB, ERF, HD-ZIP I/II, 
PLATZ, TIFY y ULT, estaban enriquecidos con genes sobre expresados en Oria 6 /
R18T WW, y los FTs DOF sobreexpresados en Oria 6 / R18T WD. Entre los GEDs
implicados en el “transporte de solutos”, aquellos relacionados con las proteínas 
UmamiT estaban sobreexpresados en plantas sometidas a ambos tratamientos, mientras 
que los GEDs que codifican proteínas transportadoras ABCB, SWEET, PHT4, NiaP, 
MRS/MGT, MCA, DTX y MCU, sólo estaban sobreexpresados en Oria 6 / R18T WW, 
y BOR, CAX, FEX, LHT, NRT1/PTR, OPT, PHT1, PIP y PUP, lo estaban en Oria 6 /
R18T WD. El análisis de los genes expresados diferencialmente implicados en 
“metabolismo secundario”, sólo detectó GEDs sobreexpresados, implicados en la 
biosíntesis de “glucosinolatos”, compuestos fenólicos como el “p-coumaroil-CoA” y 
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terpenoides como el “isoprenil difosfato” en Oria 6 / R18T WW. Entre los GEDs 
asociados con organización de la pared celular, los genes relacionados con la biosíntesis 
de lignina, celulosa y xilanos, y la modificación y degradación de pectinas, estaban 
sobreexpresados en Oria 6 / R18T WW, mientras que en Oria 6 / R18T WD los GEDs 
sobreexpresados estaban asociados con el ensamblaje de la red de celulosa-
hemicelulosa, la modificación y degradación de xilanos, y la actividad de expansinas. El 
análisis de los genes expresados diferencialmente en procesos de respuesta a “estímulo 
externo”, reveló genes codificantes de proteínas NLR de respuesta a patógenos, 
sobreexpresados en injertos sometidos a ambos tratamientos; mientras que defensinas, 
FMO1 del sistema de adquisición de resistencia (SAR), y receptor quinasa NILR, 
implicadas en respuesta a patógeno, en Oria 6 / R18T WW; y GEDs codificantes de 
PAD4 y GIGANTEA, implicadas en la respuesta a patógeno y en la respuesta a 
estímulo luminoso, respectivamente, sobreexpresados Oria 6 / R18T WD. 

En un estudio conjunto, la comparación del análisis MapMan de cada contrucción y 
tratamiento reveló el enriquecimiento en GEDs para cada categoria (Figura 4.28). Así 
pudo observarse que las categorías “biosíntesis de ARN” y “transporte de solutos”, eran 
las más enriquecidas en GEDs en todas las muestras analizadas, y las categorías 
“metabolismo de coezimas”, “metabolismo de lípidos”, “organización del 
citoesqueleto”, “biosíntesis de proteínas”, “homeostasis redox”, “respiración celular”, 
“fotosíntesis”, “procesamiento de ARN” y “tráfico de vesículas”, las menos 
enriquecidas en GEDs en todas las construcciones.  

Los genotipos Gal 1056 / R18T WD y Oria 6 / R18T WD estaban más enriquecidos en 
GEDs implicados en “biosíntesis de ARN”, mientras que en “transporte de solutos”, lo 
estaban los genotipos Gal 1056 / R1S WW, Gal 1056 / R18T WW y Oria 6 / R18T WW 
y Oria 6 / R18T WD. Además, se observaron patrones de expresión comunes a varias 
contrucciones asociadas con distintos procesos celulares. Sólo se detectaron GEDs 
sobreexpresados en “metabolismo de poliaminas” y “respuesta a daño del ADN”,  en 
Oria 6 / R18T WD; en “organización del ciclo celular”, mientras que se detactaron 
genes expresados diferencialmente en todas las contrucciones salvo en Oria 6 / R18T 
WW situación similar a la categoría de “traslocación de proteínas”, con GEDs en todas 
las construcciones salvo en Gal 1056 / R1S WD. Asimismo se observó que las 
categorías “metabolismo de aminoácidos” y “organización de la pared celular”, estaban 
especialmente enriquecidas en GEDs en Oria 6 / R18T WD. Además, el análisis de la 
categoría “respuesta a estimulos externo”, reveló que sólo estaban enriquecidos en 
GEDs aquellos genotipos injertados sobre portainjertos tolerantes (R18T), y que entre 
ellos, el número mayor de genes se observaba en Oria 6 / R18T WD. Por otro lado, la 
comparación de todas las muestras analizadas, reveló que Gal 1056 / R18T WD, incluía 
el mayor número de genes asociados a “metabolismo de carbohidratos”, “acción de 
fitohormonas” y “biosíntesis de ARN”. El análisis de la categoría “metabolismo 
secundario”, reveló que Gal 1056 / R18T WW incluía un número mayor de GEDs que 
el resto de muestras. La categoría “organización de la cromatina” estaba especialmente 
enriquecida en GEDs en Gal 1056 / R1S independientemente del regímen hídrico al que 
fuera sometido, y la categoría “regulación de multiprocesos” enriqueciada únicamente 
en acículas de las púas del progenitor femenino, Gal 1056, independientemente del 
portainjerto y tratamiento analizado. La categoría “homeostasis de proteínas”, mostraba 
enriquecimiento de genes en los geotipos Gal 1056 / R1S WD, Gal 1056 / R18T WD y 
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Oria 6 / R18T WW, y la categoría “modificación de proteínas”, en genotipos Oria 6 / 
R1S WW. 

Figura 4.28. Matriz cromática o heatmap comparando las categorías MapMan enriquecidas en 
GEDs compartidos en cada construcción (Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S, Oria 6 / R18T) 
y tratamiento (control, WW, y sometidas a estrés hídrico, WD).
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Identificación de genes expresados constitutivamente en acículas de injertos de 
Pinus pinaster  

 

Por último, se llevó a cabo el estudio de la respuesta constitutiva, mediante el análisis 
funcional de aquellos genes que no mostraban diferencias de expresión significativas al 
comparar distintos regímenes hídricos en cada tipo de injerto, pero que sí diferían al 
comparar su expresión entre las acículas de las púas de ambos progenitores, bien en 
condiciones control o bien en respuesta a estrés hídrico. La comparación de los 
recuentos de lecturas normalizadas permitió la identificación de genes asociados a cada 
una de las cuatro construcciones estudiadas, Gal 1056 / R1S (1.229), Oria 6 / R1S (874), 
Gal 1056 / R18T (1.203) y Oria 6 / R18T (814). El análisis de ontología reveló que, al 
comparar los cuatro genotipos, cambiaban las categorías funcionales a las que 
pertenecían los genes constitutivos de cada construcción (Figura 4.29). 

En Gal 1056 / R1S, se observó que los procesos de transporte de solutos (con 32 genes), 
biosíntesis de ARN (28), metabolismo secundario (27), homeostasis de proteínas (17), 
organización de la pared celular (15), organización de la cromatina (13), modificación 
de proteínas (11) y metabolismo de coenzimas (10), eran los más enriquecidos con 
genes expresados constitutivamente. Dentro de la categoría biosíntesis de ARN, se 
observó que aquellos genes que codificaban FTs estaban relacionados con AP2, DREB, 
ERF, WOX, MYB, NF-YA, NF-YB, AS2/LOB, bHLH, C2H2-ZF, MADS/AGL, NAC, 
TIFY y WRKY. Con respecto a los procesos relacionados con acción de fitohormonas, 
también se identificaron genes constitutivos relacionados con la biosíntesis de ABA, la 
percepción y traducción mediada por brasinosteroides, la biosíntesis de giberelinas y 
péptidos de señalización. En metabolismo secundario, identificamos GEDs asociados 
con la biosíntesis de flavonoides y chalconas, biosíntesis de dihidroflavonoides, de p-
coumaroyl-CoA, de isoprenil difosfato, las vías MEP, y la biosíntesis de terpenos. El 
análisis de la categoría organización de la pared celular, reveló un enriquecimiento en 
genes expresados constitutivamente implicados en la pared celular como expansinas y 
proteínas AGP, en el ensamblaje de celulosa-hemicelulosa, en la biosíntesis de xilanos y 
ligninas, y en la modificación y degradación de pectinas. El análisis de genes 
implicados en transporte de solutos, permitió la identificación de los genes que 
codifican las proteínas AAP, ProT, LAT, BOR, KEA, PUP, UmamiT, Fabaceae-N70, 
NRT1/PTR, PHT1, UNE2, ERD6, PLT, DTX, OPT, KT, SWEET y ZIP, los canales 
FEZ, NIP, PIP, TIP, y la superfamilia de proteínas ABCG expresados constitutivamente 
en Gal 1056 / R1S. 

En Gal 1056 / R18T, se observó que las categorías clasificación de enzimas (con 31 
genes), transporte de solutos (15), biosíntesis de ARN (12), organización de la pared 
celular (9), respiración celular (9) y homeostasis de proteínas (9), eran las que 
presentaban un mayor número de genes expresados constitutivamente. En la categoría 
organización de la pared celular, se detectó un enriquecimiento de genes que 
participaban en procesos de ensamblaje de celulosa y hemicelulosa, biosíntesis de 
cutina, y modificación y degradación de ligninas y pectinas. El análisis de los genes 
asociados a respiración celular, reveló genes implicados en el complejo ATP sintasa, 
citocromo c reductasa y NADH deshidrogenasa, así como componentes del ciclo de 
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ácidos tricarboxílicos. Entre los genes que codifican enzimas, se detectaron 
oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas y liasas. El análisis de procesos relacionados 
con la acción de fitohormonas, permitió detectar genes expresados constitutivamente 
implicados en la biosíntesis de auxinas y JA, así como con péptidos de señalización, 
mientras que sólo se detectó el gen implicado en la biosíntesis de p-coumaroul-CoA al 
analizar la categoría metabolismo secundario. Entre los genes de biosíntesis de ARN, se 
encontraron FTs DREB, ERF, DOF, GATA, HD-ZIP I/II, AS2/ LOB, C2H2-ZF, 
GRAS, NAC y WRKY. El análisis de genes implicados en transporte de solutos, 
permitió la identificación de genes expresados constitutivamente en Gal 1056 / R18T 
que codifican las proteínas transportadoras LHT, HAK/KUP/KT de la superfamilia 
APC, NCL/EF-CAX de la superfamilia CDF, Fabaceae- N70, NRT1/PTR, PHT4, OPT, 
SWEET, y los canales QUAC/ALMT, GLR y PIP.  

El análisis de los genes expresados constitutivamente en Oria 6 / R1S reveló que, los 
procesos biosíntesis de ARN (con 15 genes), transporte de solutos (14), homeostasis de 
proteínas (10), respuesta a estímulo externo (9) y modificación de proteínas (7), 
presentaban el mayor número de genes expresados constitutivamente. Con respecto a 
los genes relacionados con respuesta a estímulo externo, destacar los genes EDS1, 
PAD4 y NL5, descritos en respuesta a patógenos. Entre los genes asociados a la acción 
de fitohormonas, encontramos genes implicados en la percepción y traducción mediada 
por etileno y péptidos de señalización. En cuanto a los genes de la categoría biosíntesis 
de ARN, los que que codifican los FTs GARP, AS2/LOB, MADS/ AGL, NAC, TCP 
ULT y WRKY estaban enriquecidos en genes expresados constitutivamente en Oria 6 / 
R1S. En los procesos implicados en transporte de solutos se observaron genes que 
codifican las proteínas transportadoras AAP, CAX, UmamiT, NRT1/PTR, G3P, 
SWEET, los canales FEX, GLR, MICU, y PPI y subunidades del complejo ATPasa V. 

El análisis de los genes expresados constitutivamente en Oria 6 / R18T, reveló que los 
que codifican enzimas (con 67 genes), así como las categorías biosíntesis de ARN (19), 
homeostasis de proteínas (12), metabolismo secundario (11) y transporte de solutos 
(11), eran las categorías más enriquecidas. Entre los genes que codifican enzimas, 
destacaron oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas y liasas. En cuanto al análisis de 
los genes implicados biosíntesis de ARN, se detectaron genes expresados 
constitutivamente que codifican FTs ERF, bZIP, BBX-CO, zf-HD, GARP, MYB, 
bHLH, GRAS, NAC y TUB. En la categoría metabolismo secundario, se observó en 
enriquecimiento de genes implicados en biosíntesis de antocianinas y terpenos, y 
componentes de la ruta MEP. Entre los genes implicados en transporte de solutos, se 
observaron aquellos que codifican proteínas transportadoras UAfT de la superfamilia de 
proteínas DMT, y proteínas NRT1/PTR, NGT, DTX, OPT, VTL, canales FEX y 
proteínas transportadoras ABCG. El análisis de las categorías respuesta a estímulo 
externo y acción de fitohormonas, reveló la presencia de genes expresados 
constitutivamente implicados principalmente en la repuesta a patógenos y en menor 
medida a estímulo luminoso, así como genes relacionados con la percepción y 
traducción de señales mediadas por brasinosteroides y péptidos de señalización. Entre 
los genes implicados en organización de la pared celular, señalar los asociados con la 
formación de cutículas lipídicas, y con la modificación y degradación de xiloglucanos y 
pectinas.  
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Figura 4.29. Esquema de las categorías funcionales enriquecidas en genes expresados 
constitutivamente en las construcciones analizadas (Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S, 
Oria 6 / R18T). Los cuadrados morados agrupan genes de respuesta a estímulo externo, los naranjas a
fitohormonas, amarillos a FTs, verdes procesos biológicos, y azul proteínas transportadoras. Cada círculo 
representa un gen expresado constitutivamente. Abreviaturas: ABA: ácido abscísico, AUX: auxinas; 
BRA: brasinosteroides; ET: etileno; GB: gibereleninas; ISOP: isoprenil difosfato; JA: ácido jasmónico; 
PS: péptidos de señalización; C-COA: p-cumaroil-CoA.
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EFECTO DEL PORTAINJERTO SOBRE LOS PATRONES METABOLÓMICOS DE 
PLANTAS INJERTADAS DE PINUS PINASTER EN RESPUESTA A ESTRÉS HÍDRICO

Basado en el artículo: Brígida Fernández de Simón, Ismael Aranda, Miriam López-
Hinojosa, Lucía Miguel, María Teresa Cervera (2021) Scion-rootstock interaction and 
drought systemic effect modulate the organ-specific terpene profiles in grafted Pinus 
pinaster Ait. Environmental and Experimental Botany 186: 104437

Por último, una vez realizado el análisis transcriptómico implicado en la respuesta 
adaptativa a sequía de plantas injertadas de Pinus pinaster, se llevó a cabo el análisis 
metabolómico de las cuatro construcciones, Gal 1056 / R18T, Gal 1056 / R1S, Oria 6 / 
R18T y Oria 6 / R1S, con el fin de profundizar en la evaluación del uso de portainjertos 
para modificar la respuesta a estrés hídrico del árbol injertado. 

Para ello se realizaron dos estudios paralelos analizando 6 réplicas biológicas de cada 
una de las combinaciones púa-portainjerto, donde la mitad de las plantas fueron 
sometidas a sequía y la otra mitad bien regadas usadas como control. Por un lado, se 
llevó a cabo el análisis del perfil de compuestos terpénicos (mono-, sesqui- y di-
terpenos neutros y ácidos resínicos) en acícula, raíz, tallo de portainjerto y tallo de púa, 
con el fin de evaluar cómo la sequía modifica el contenido y distribución de terpenos en 
la planta injertada. Por otro lado, se estudió el perfil de metabolitos (lípidos, 
carbohidratos, aminoácidos y compuestos nitrogenados, cofactores y compuestos 
fenólicos) en acícula de plantas injertadas, para profundizar en la comprensión del 
efecto de la púa y del portainjerto en los mecanismos de respuesta a sequía de plantas 
injertadas de Pinus pinaster. Estos análisis además contribuyeron a la adquisición de 
una visión global de los procesos adaptativos de respuesta a sequía, mediante el estudio 
integrado de datos metabólicos y transcriptómicos obtenidos en el Capítulo anterior. El 
flujo de trabajo seguido a lo largo del Capítulo se esquematiza en la figura 5.1.

Figura 5.1. Flujo de trabajo seguido para analizar el efecto del portainjerto sobre los patrones 
metabolómicos en plantas injertadas de Pinus pinaster en respuesta a estrés hídrico.
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Distribución de terpenos en plantas injertadas control  

 

En primer lugar, se llevó a cabo el análisis de la composición terpénica en acícula, raíz, 
tallo de la púa y tallo del portainjerto, de las cuatro construcciones de Pinus pinaster, 
Gal 1056/ R18T, Gal 1056/ R1S, Oria 6/ R18T y Oria 6/ R1S, en condiciones control. 
Se detectaron 160 compuestos diferentes que incluían monoterpenos (MTs), 
sesquiterpenos (STs) y diterpenos neutros (DTs) y ácidos (DRAs), también conocidos 
como ácidos resínicos, de los cuales se identificaron 124, y se asignó una posible 
estructura a otros 28, quedando 8 no identificados.  

Los cuatro tejidos presentaron  diferencias significativas (q < 0,05) en la distribución de 
terpenos, tanto desde el punto de vista cuantitativo como cualitativo. Considerados 
globalmente, el contenido en acículas fue el mayor,  alcanzando 20-110 mg g-1 en peso 
seco, mientras que raíces, tallos de púas y tallos de portainjertos acumularon cantidades 
menores, especialmente estos últimos (11-18; 1,2-2,9 y 0,9-1,2 mg g-1, 
respectivamente). Los DRAs fueron los compuestos más abundantes en acículas y 
raíces (90%), mientras que en las muestras de tallo no alcanzaron el 5%. En tallos, tanto 
de púas como de portainjertos, predominaron los DTs.  

Además se detectaron perfiles de terpenos específicos de cada órgano, con 38 
compuestos comunes a todos ellos, y 41 detectados exclusivamente en alguno de los 
cuatro órganos, de los cuales 26 resultaron exclusivos de acícula, no siendo detectados 
en los otros órganos. El análisis estadístico PLS-DA de los datos cuantitativos 
normalizados de estos perfiles terpénicos, clasificó las muestras en cuatro grupos 
diferenciados y coincidentes con los cuatro órganos analizados (Figura 5.1). En este 
modelo, el componente 1 (51,7% de varianza) discriminó las muestras de acículas y 
raíces, situadas en la zona positiva y claramente separadas entre sí, de las muestras de 
tallos de púa y portainjerto, en la zona negativa. Las mayores cargas positivas en este 
componente estaban asociadas a DRAs como abiético y 19-Nor-12-oxo-3,5, 8-
abietatrienoico, más abundantes en acícula y raíz, y DTs como 8(17),13E-labdadien-15-
al y 8(17),13Z-labdadien-15-ol, que no se detectaron en tallos. Por otro lado, las 
mayores cargas negativas del componente 1 estaban asociadas a cinco DTs, que no 
pudieron ser completamente identificados, y se detectaron exclusivamente en muestras 
de tallo. El análisis de distribución de las muestras a lo largo del componente 2 (37,1 % 
de varianza), permitió diferenciar las muestras de raíz, desplazadas significativamente 
hacia la zona positiva, y el resto de órganos localizados en el área negativa. Las 
muestras de acículas presentaron una carga negativa mayor, seguidas de las de tallos de 
púas y de portainjertos, por lo que este componente permitía diferenciar entre órganos 
aéreos y órganos subterráneos. Entre los terpenos que se identificaron como 
significativamente discriminantes, metoxiabietatetraenoico 51.4, epimanool, trans-
isoeugenol y diterpeno 38.8, solo detectados en raíces, mostraron los coeficientes 
positivos más altos, mientras que catorce DTs como 8,11,13-abietatrieno, 8(14),13(15)-
abietadieno y 8,13-abietadieno, con niveles significativamente más altos en acículas, o 
19-Nor-4,8,11,13-abietatetraeno y dehidroabietal con niveles significativamente más 
altos en tallos, y ninguno de ellos detectado en raíces, presentaron los coeficientes 
negativos más altos. 



125 MEMORIA GENERAL

Figura 5.1. Modelo PLS-DA obtenido a partir de los datos cuantitativos normalizados de los 
perfiles terpénicos asociados a los órganos estudiados (A=acículas, R=raíces, T1=tallos de púas, 
T2=tallos de portainjertos) en plantas injertadas de Pinus pinaster en condiciones control. A la 
izquierda el gráfico de puntuación y a la derecha el gráfico de carga (R2=0,9821, Q2=0,9805 para los dos 
primeros componentes). Figura adaptada de Fernández de Simón et al., 2021.

Con el objeto de conocer la posible influencia de la procedencia de la púa (Gal 1056 y 
Oria 6)  en la composición terpénica de los distintos órganos, se realizaron análisis 
OPLS-DA (Figura 5.2). Como era de esperar, las diferencias más marcadas se 
encontraron en muestras de acículas y tallos de púas, pero también fue posible distinguir 
perfiles de terpenos diferenciados en órganos de portainjertos, tallos y raíces, aunque 
con capacidad predictiva baja (Q2 = 0,254 y 0,309 respectivamente). En acículas (Figura 
5.2a), las diferencias entre ambas púas fueron cualitativas y cuantitativas, y estuvieron 
relacionadas con DTs y DRAs. Cinco DRAs con estructura bicíclica  tipo labdano 
(eperúxico, anticopálico y tres isómeros de anticopálico) se detectaron exclusivamente 
en las acículas del progenitor femenino, mientras que el resto de DRAs en su mayoría 
con estructuras tricíclicas tipo pimarano o abietano, y algunos labdano, aunque se 
detectaron en todas las acículas, mostraron concentraciones  significativamente mayores 
en el progenitor masculino, y todos ellos con altas cargas positivas y negativas en el 
modelo OPLS-DA obtenido. De los DTs, se detectaron concentraciones 
significativamente mayores de todos ellos en Gal 1056, a excepción de las de 
isoabienol, que fueron significativamente mayores en Oria 6 y que presentó la mayor 
carga positiva en el modelo. Es decir, el modelo obtenido distingue entre acículas de 
Oria 6 injertado en portainjertos sensibles, R1S, y tolerantes, R18T, con niveles 
significativamente bajos de DTs  (0,7-1,3 mg g-1) y altos de DRAs (53-107 mg g-1); y 
acículas de Gal 1056 injertado en los mismos portainjertos tolerantes y sensibles, que 
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mostraron niveles más equilibrados de ambos tipos de terpenos (8,6-9,1 mg g-1 y 9,1-
9,8 mg g-1, respectivamente), además del diferente perfil diterpénico. 

En Tallos de púas (Figura 5.2b), las mayores diferencias se detectaban en los terpenos 
neutros, mientras que los DRAs apenas contribuyeron en la discriminación de la 
procedencia de la púa. Cuando la púa injertada era Oria 6, se detectaron niveles 
significativamente mayores de DTs con estructura labdano como isoabienol, abienol y 
óxido de manool, además de MTs y STs como valenceno, acetato de bornilo, canfeno y 
α-pineno. Por el contrario, en púas de Gal 1056 se detectaron acumulaciones 
significativamente mayores de STs como germacreno D, α-amorfeno, longifoleno y 
óxido de cariofileno, y DTs como 8,13-abietadieno y dehidroabietal. En tallos de 
portainjertos y raíces (Figura 5.2c y d), las mayores diferencias estuvieron asociadas a 
DTs con estructura labdano como abienol, isoabienol y óxido de manool; DRAs como 
8,12-abietadien-18-oico, neoabiético, y levopimárico+palústrico; STs como valenceno y 
germacreno D; y MTs como α- y beta-pineno, y beta- felandreno, que presentaban una 
mayor acumulación en plantas con púas de Oria 6.

Figura 5.2. Gráficos de dispersión de valores del primer componente predictivo (eje x) frente al 
primer componente ortogonal (eje y) de los modelos OPLS-DA obtenidos de la composición 
terpénica en acículas, A, (a) (R2X= 0,673; R2Y= 0,958; Q2= 0,953), tallos de púas, T1, (b) (R2X= 
0,217; R2Y= 0,853; Q2= 0,794), tallos de portainjertos, T2, (c) (R2X= 0,066; R2Y= 0,729; Q2= 0,254), 
y raíces, R, (d) (R2X= 0,101; R2Y= 0,751; Q2= 0,309), respecto a la procedencia de la púa en plantas 
injertadas de Pinus pinaster. La región sombreada muestra el intervalo de confianza del 95% (Gal 1056, 
G, en violeta y Oria 6, O, en amarillo). Figura adaptada de Fernández de Simón et al., 2021.
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Mediante análisis OPLS-DA, también se detectó la contribución del genotipo del 
portainjerto, R1S y R18T, en el contenido y distribución de terpenos en los órganos 
estudiados. Se obtuvieron buenos valores predictivos para todos los órganos excepto 
acículas (Q2 = 0,763; 0,741; 0,543; 0,088 en raíces, tallos de portainjertos, tallos de púas 
y acículas, respectivamente). No se detectaron perfiles de terpenos comunes a todos los 
órganos en relación al genotipo del portainjerto; únicamente se observó un compuesto, 
7,13-abietadieno, que presentó concentraciones significativamente mayores en todos los 
órganos cuando el portainjertos era sensible (R1S). Además, en raíces y tallos de plantas 
con portainjerto R1S se detectó una acumulación significativa de d-cadineno (Figura 
5.3), y una mayor acumulación de STs como copaeno y germacreno D, DRAs como 
seco I, y DTs como epi-manool en raíces; y de DTs como abietal, neoabietal, 
dehidroabietol y 4-hidroxi-18-nor-abietano 2 en tallos. En plantas injertadas en 
portainjertos tolerantes, R18T, se observó una acumulación de DRAs como 7-
oxodehidroabiético, 15-hidroxidehidroabiético y dihidroagático en raíces y tallos de 
portainjertos, y metoxiabietatetraenoico 51,4 y 15-metoxidehidroabiético en raíces y 
tallos de púas; y DTs como 8(20), 13, 14-labdatrieno, óxido de manool y 8,15-
pimaradien-18-al en raíces y tallos de portainjertos (Figura 5.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3. Histograma de concentraciones medias (mg/g de materia seca) y error estándar de los 
compuestos terpénicos en raíces, tallos de portainjertos y tallos de púas de plantas injertadas de 
Pinus pinaster en condiciones control. Los terpenos seleccionados fueron los más significativos en los 
modelos OPLS-DA obtenidos con el genotipo del portainjerto como variable dependiente. *, ** y ***  
indican diferencias significativas en cada órgano en función del portainjerto utilizado, a p<0,05, 0,01 y 
0,001, respectivamente. pmd = pimaradieno; lbdtrieno = labdatrieno; dhagathic = dihidroagático; oxodha 
= oxodehidroabiético; hdha = hidroxidehidroabiético; NA = norabietano. Figura adaptada de Fernández 
de Simón et al., 2021. 
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Distribución de terpenos en acícula,  raíz y  tallo de plantas injertadas sometidas 
a déficit  hídrico  

 

En los mismos órganos, pero de plantas sometidas a déficit hídrico, se analizaron los 
cambios en la composición de terpenos provocados por la sequía. En conjunto se 
detectó un aumento en todos los órganos de las plantas sometidas a sequía (entre el 1-45 
%), excepto en acículas de Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T, y en tallos de Gal 1056 / 
R1S (Figura 5.4). La disminución de terpenos en acículas de plantas injertadas en el 
portainjerto tolerante, R18T, se debió principalmente a los DRAs, y en tallos de Gal 
1056 / R1S, a los  DTs. También se detectó un descenso del contenido de DRAs en 
acículas de plantas Gal 1056 / R1S sometidas a sequía, mientras que en las  acículas de 
plantas de Oria 6 / R1S no se detectaron cambios en el contenido de terpenos. En raíces, 
se detectó un aumento del contenido de terpenos en todos los genotipos sometidos a 
sequía, a excepción del contenido de DTs en muestras Oria 6 / R1S; y en tallos, no se 
observó un patrón metabólico común en respuesta a sequía (Figura 5.4). 

El análisis de los patrones de modificación de terpenos individuales no desveló cambios 
de gran intensidad en la respuesta a sequía. Mediante análisis OPLS-DA usando sequía 
como variable dependiente, se identificaron los compuestos que contribuyeron en mayor 
medida al cambio en el perfil terpénico a nivel de órgano en la respuesta a sequía. La 
capacidad predictiva de los modelos obtenidos no fue alta (0,36 ≤ Q2 ≤ 0,59), lo que 
indica que el efecto del régimen hídrico al que fueron sometidas las plantas fue 
pequeño, aunque se detectaron algunos cambios reseñables. En acículas y raíces, los 
DRAs fueron los compuestos con mayor peso a la hora de discriminar entre plantas 
control y sometidas a sequía (Q2 = 0,385 en ambos tejidos), disminuyendo  en acículas y  
aumentando en raíces. En acículas se observaron también incrementos en los niveles de 
algunos DTs y MTs,  pero con una significación menor. En raíces también fue 
significativo el aumento de  algunos MTs (borneol, alcanfor y trans-ocimeno), STs (α-
longipineno y valenceno), y DTs (7,13-abietadieno), que se acumularon  en las plantas 
sometidas a sequía. En tallos de púas (Q2 = 0,591) los compuestos con mayor peso para 
discriminar entre muestras control y muestras sometidas a sequía fueron tanto STs 
(beta-cubebeno, germacreno D-4-ol y α-muroleno) como MTs (α-terpinoleno) y DTs 
(neoabietol, 7,13-abietadieno, 8 (14),12-abietadieno, isopimaral, dos isómeros del 4-
hidroxi-18-nor-abietano, levopimaral y 8(14),13(15)-abietadieno), todos ellos 
acumulándose por efecto del déficit hídrico. En tallos de portainjertos (Q2 = 0,36), α-
copaeno, abietol y dehidroabietol, fueron los terpenos con mayor relevancia en el 
modelo OPLS, con un aumento en las concentraciones en las plantas sometidas a sequía 
con correlaciones superiores a 0,5.  
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Figura 5.4. Histograma de las concentraciones medias (mg/g de peso seco) y error estándar de los 
grupos de terpenos en acículas, raíces, tallos de púas y tallos de portainjertos de plantas injertadas 
de Pinus pinaster en condiciones control (WW) y sequía (WD). MT=monoterpenos; 
ST=sesquiterpenos; DT=diterpenos; DRA=ácidos resínicos. *, ** y *** indican diferencias significativas 
en cada combinación de planta injertada considerada entre las plantas WW y WD, a p<0,05, 0,01 y 0,001, 
respectivamente. Figura adaptada de Fernández de Simón et al., 2021. 

 

 

El bajo efecto del déficit hídrico sobre los niveles de terpenos en los diferentes órganos 
podría deberse  a la compleja respuesta a sequía de cada genotipo que participa en las 
diferentes combinaciones púa - portainjerto. El análisis sPLS-DA individualizado para 
cada órgano permitió  detectar patrones de respuesta específicos (Figura 5.5). En todos 
los órganos el componente 1 distribuyó las muestras según su genotipo original: el de la 
púa en el caso de muestras de acículas y tallos de púas, y el del  portainjerto en las 
muestras de raíces y tallos de portainjertos. El  efecto del régimen hídrico se reflejó en 
la distribución de las muestras  a lo largo de los componentes 2 y 3. 

En acículas (Figura 5.5a), DRAs fueron los compuestos más correlacionados con el 
componente 2, y terpenos neutros, como α-terpinoleno, limoneno y beta pineno, que 
aumentaron en plantas Gal 1056/ R1S sometidas a déficit hídrico y disminuyeron  en el 
resto de genotipos sometidos a sequía, los más correlacionados con el componente 3 
(Figura 5.6). En raíces el efecto de la sequía fue más notable en plantas injertadas sobre 
portainjertos tolerantes, y con púas de Oria 6 ligeramente mayor que de Gal 1056. En 
Oria 6 / R1S y Gal 1056 / R1S también se observó un efecto de la sequía asociado al 
componente 3, ligeramente superior en plantas injertadas del progenitor masculino 
(Figura 5.5b).   
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Figura 5.5. Gráfico de dispersión de los modelos sPLS-DA obtenidos considerando los datos 
cuantitativos normalizados de los perfiles de terpenos asociados a acículas (A), raíces (R), tallos de
púas (T1), y tallos de portainjertos (T2) (tasas de error 0,06, 0,18, 0,15 y 0,39, respectivamente), con 
respecto a las combinaciones púa-portainjertos en plantas injertadas de Pinus pinaster en 
condiciones control (WW) y sequía (WD). Figura adaptada de Fernández de Simón et al., 2021.

El análisis de tallos de púas reveló un resultado similar, con diferencias en la 
distribución de terpenos principalmente en DTs y STs, en todos los genotipos en 
función del tratamiento hídrico al que fueron sometidos, siendo más relevante para Gal 
1056 / R1S a través del componente 2, y para Gal 1056 / R18T a través del componente 
3 (Figura 5.5c). En tallos de portainjertos, el modelo sPLS-DA identificó un efecto muy 
bajo de la sequía en el perfil de terpenos (Figura 5.5d), discriminando las muestras en 
función del portainjerto sobre el que fueron injertadas a través del componente 1, y del 
genotipo de la púa, con independencia del régimen hídrico analizado, a través del 
componente 2. 

Se detectó un ligero desplazamiento a través de los componentes 1 y 3 en plantas Gal 
1056 / R1S y Gal 1056 / R18T sometidas a sequía, pero no fue suficiente para 
considerarlo discriminatorio (Figura 5.6). No se detectaron patrones de modificación 
comunes a todos los órganos en respuesta a sequía, con la excepción de los compuestos 
isoabienol, óxido de manool y α-copaeno, que presentaban mayores acumulaciones en 
muestras de raíces, tallos de púas y tallos de portainjertos de plantas sometidas a sequía. 
En acículas, estos componentes participaron en la discriminación de muestras en 
función del genotipo de la púa a través del componente 1. 
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Figura 5.6. Selección de terpenos más significativos detectados en acículas, raíces y tallos de púas en 
plantas injertadas de Pinus pinaster sometidas a déficit hídrico. *, **, y *** indican diferencias 
significativas entre plantas control y sequía, a p<0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente. Sombreado azul = 
aumento en respuesta a sequía (de 0 a 2). Sombreado naranja = disminución en respuesta a sequía (de 0 a 
-2). dha = dehidroabiético; lb = labdadieno; abd = abietadieno. Figura adaptada de Fernández de Simón et 
al., 2021.

Análisis del metaboloma en acícula de plantas injertadas en condiciones control

En primer lugar, se llevó a cabo el análisis del metaboloma de acículas de las cuatro 
construcciones de Pinus pinaster, Gal 1056 / R18T, Gal 1056 / R1S, Oria 6 / R18T y 
Oria 6 / R1S, en condiciones control. Se detectaron 245 compuestos diferentes, entre los 
que se incluían lípidos, azúcares, polialcoholes, ácidos orgánicos, transportadores de 
electrones, aminoácidos y compuestos nitrogenados, y compuestos fenólicos. Además, 
como se ha mostrado en el apartado anterior, se detectaron 124 compuestos terpénicos, 
neutros y ácidos, y que no se van a incluir en este apartado. El análisis estadístico sPLS-
DA del perfil metabólico clasificó las muestras en 4 grupos coincidentes con las cuatro 
combinaciones de genotipos de plantas injertadas (Figura 5.7).

El análisis reveló que el metaboloma de la acícula de plantas con portainjerto sensible 
(R1S) presentaba mayores diferencias en relación al genotipo de la púa que el de plantas 
injertadas sobre portainjerto tolerante. El componente 1 (23.7% de varianza) discrimina 
las acículas de plantas injertadas en función del genotipo de la púa, las de  Gal 1056 en 
la zona negativa y las de Oria 6 en la positiva. Las cargas positivas más altas fueron las 
de compuestos fenólicos como los glicósidos de siringetina, kaempferol-cumaroilo, 
siringoilo, miricetina, laricitrina, quercetin metil éter, o cafeoilo  con concentraciones 
significativamente mayores en acículas de púas de Oria 6; así como otro tipo de 
metabolitos como ácidos grasos (oleico) aminoácidos y compuestos nitrogenados 
(feniletilamina, 2-metil-5-oxo-prolina), y ácidos orgánicos (ácido pirúvico). Por el 
contrario, las mayores cargas negativas estaban asociadas a compuestos fenólicos como
dos hexaóxidos de isoramnetina, laricitrina pentósido, quercetin cumaroil pentosido, un 
lignano, el ciclitol sequoyitol y ácido linoleico entre otros, con concentraciones 
significativamente mayores en acículas de púas de Galicia 1056. El análisis de 
distribución de las muestras a lo largo del componente 2 (17,5 %), permitió diferenciar 
entre acículas de plantas injertadas sobre portainjertos tolerantes, R18T, desplazadas 
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hacia el área positiva, y las de plantas injertadas sobre portainjertos sensibles, R1S,
situadas en la negativa.

Compuestos con concentraciones más altas cuando el portainjerto era tolerante (R18T) 
presentaron cargas positivas más altas especialmente azúcares como d-trehalosa, d-
galactosa, fructosa y diversos disacáridos; compuestos fenólicos como epicatequina, y, 
ácido siríngico y ácido quínico; mientras que aminoácidos y compuestos nitrogenados 
como prolina, ácido piroglutámico, treonina, serina, lisina, tiramina o valina; azúcares 
ácidos como galacturónico; ácidos grasos como linolénico; y compuestos fenólicos 
como ácido benzoico y 3,4-dihidroxibenzoico,  presentaron las cargas negativas más 
altas, reflejando concentraciones significativamente más altas en los portainjertos 
sensibles (R1S). 

Figura 5.7. Modelo sPLS-DA obtenido a partir de los datos cuantitativos normalizados de los 
perfiles metabólicos asociados a las cuatro construcciones estudiadas de plantas injertadas de Pinus 
pinaster en condiciones control (tasa de error 0,4). Arriba el gráfico de puntuación y abajo los 
histogramas de cargas > 0,1 en relación a  los componentes 1 (izquierda) y 2 (derecha) del modelo sPLS-
DA.
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Cambios en el metaboloma de acículas de plantas injertadas sometidas a déficit  
hídrico

En segundo lugar, se llevó a cabo el análisis del metaboloma en acículas de las cuatro 
construcciones de Pinus pinaster, Gal 1056 / R18T, Gal 1056 / R1S, Oria 6 / R18T y 
Oria 6 / R1S, sometidas a un tratamiento de déficit hídrico. Se detectaron patrones de 
distribución diferencial en función del genotipo de púa y portainjerto y del tratamiento. 
Para conocer el efecto de la sequía en los cambios metabólicos que se producen en la 
acícula, independientemente del genotipo de púa y portainjerto, se realizó un análisis 
OPLS-DA con el tratamiento de riego como variable dependiente (Figura 5.8). 

Figura 5.8. Modelo OPLS-DA obtenido con los datos cuantitativos normalizados de los perfiles 
metabólicos asociados a acículas de plantas injertadas de Pinus pinaster con el tratamiento de riego 
como variable dependiente (Q2=0.806). WD = muestras sometidas a sequía; WW = muestras bien 
regadas. Izquierda-gráfico de dispersión de puntuación del primer componente predictivo (eje x) frente al 
primer componente ortogonal (eje y). Derecha-valores de p (eje x) frente a correlación de p respecto al 
componente predictivo (eje y). Los metabolitos más importantes son los situados en los extremos de cada 
cuadrante. En el cuadrante derecho superior los que disminuyen con la sequía, y en el izquierdo inferior 
los que aumentan con la sequía.

El modelo obtenido presentó un alto valor predictivo (Q2 = 0.806), por lo que al 
contrario de lo que ocurría con los terpenos, el efecto del déficit hídrico sobre el perfil 
metabólico de la acícula es muy importante, independientemente de los genotipos de 
púa y portainjerto. Metabolitos de casi todas las rutas metabólicas participan con un 
peso notable en la discriminación entre muestras control y con estrés hídrico (p>0,5; p 
(corr)>0,4). 
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Entre los metabolitos que disminuyen por efecto de la sequía destacan los ácidos 
oxálico y -cetoglutárico, que no se detectan en las muestras estresadas, pero también 
otros ácidos como d-eritrónico y l-málico, azúcares como lactosa y sacarosa, 
compuestos nitrogenados como lactamida, compuestos fenólicos y algunos lignanos. 
Pero son muchos más los compuestos que incrementan significativamente su 
concentración por efecto de la sequía, principalmente compuestos fenólicos 
flavonoideos como muchos derivados de kaempferol y quercetina, y algunos no 
flavonoideos, y su precursor, el ácido shikímico. Entre los metabolitos primarios 
destaca el incremento del pinitol, el de mayor correlación, así como otros ciclitoles 
como chiro-inositol y scyllo-inositol. También son importantes los incrementos en los 
niveles de aminoácidos, carbohidratos, ácidos orgánicos, ácidos grasos y otros 
compuestos como el -tocoferol.

Por otra parte, para conocer las posibles diferencias en la respuesta metabolómica a 
sequía determinadas por el genotipo de púa y portainjerto, se realizó un análisis sPLS-
DA clasificando las muestras en ocho grupos diferentes teniendo en cuenta el genotipo 
de la púa (Gal 1056 y Oria 6) y del portainjerto (R18T y R1S), y el tratamiento de 
déficit hídrico (WD y WW). El modelo obtenido (tasa de error de las tres primeras 
componentes 0,06) permitió discriminar entre los ocho grupos de muestras (Figura 5.9). 

Figura 5.9. Modelo sPLS-DA obtenido con los datos cuantitativos normalizados de los perfiles 
metabólicos asociados a los cuatro genotipos estudiados en plantas injertadas de Pinus pinaster
sometidas a sequía (WD) y condiciones control (WW). 

El factor que mayor efecto causó en el metaboloma de la acícula fue el genotipo de la 
púa, ya que el componente 1, que explica el mayor porcentaje de varianza (17 %) 
permitió distinguir las acículas en relación al genotipo de la púa: las muestras de Gal 
1056 aparecen situadas en la parte negativa del eje, y las de Oria 6 en la positiva. 
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El segundo factor más importante fue el tratamiento de déficit hídrico que se impuso a 
las plantas, ya que el componente 2 (13,6 % de la varianza) separa las muestras en 
relación al tratamiento, con las plantas bien regadas en el área  positiva, y las sometidas 
a déficit hídrico en la  negativa, apareciendo mucho más distanciadas entre sí las plantas 
con la púa de Oria 6 que las de Gal 1056. Por último, el componente 3 (9,8 %) 
discrimina las plantas injertadas en relación al portainjerto, sensible, R1S, o tolerante, 
R18T, desplazados hacia las áreas positiva y negativa, respectivamente, y provocando la 
sequía una disminución de la distancia entre las muestras en relación a la tolerancia del 
portainjerto. Las diferencias en el metaboloma relacionadas con el genotipo de la púa 
(Oria 6 vs Gal 1056 – Componente 1) se deben principalmente a compuestos fenólicos y 
lignanos (azul claro en la Figura 5.10a) y ácidos grasos (naranja), mientras que las 
debidas al genotipo del portainjerto están relacionadas con el metabolismo del nitrógeno 
(verde en la Figura 5.10b) y de carbohidratos (amarillo), aunque los compuestos de 
mayor peso fueron el ácido quínico, precursor en las vía de la fenilalanina que da lugar 
a multitud de metabolitos secundarios, con carga negativa, y el ácido linolénico, con 
carga positiva.

Figura 5.10. Histograma de cargas >0,1 en relación a los componentes 1 (a) y 3 (b) del modelo 
sPLS-DA que se muestra en la figura 5.9

a b
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La compleja respuesta metabolómica a sequía relacionada con los genotipos que 
participan en las diferentes combinaciones púa – portainjerto, y que se ve interferida por 
el metaboloma constitutivo de cada genotipo, nos lleva a un estudio más en detalle
considerando separadamente los genotipos de púa y portainjerto. En primer lugar, se 
analizó el efecto de la púa sobre los perfiles de distribución de metabolitos en acículas 
de las plantas injertadas en respuesta a sequía. Para ello, se llevó a cabo el estudio 
diferencial del metaboloma en muestras de plantas Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T, y 
de plantas Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S, en condiciones control y déficit hídrico.

Figura 5.11. Modelo sPLS-DA obtenido con los datos cuantitativos normalizados de los perfiles 
metabólicos asociados al efecto de la púa en acículas de plantas injertadas de Pinus pinaster sobre 
portainjertos tolerantes, R18T (a) y sensibles, R1S (b).

En muestras de plantas injertadas sobre el portainjerto tolerante (Figura 5.11a), el 
modelo obtenido diferencia las muestras a través del componente 1 (21,1 % de la 
varianza) en relación al genotipo de la púa injertada, mientras que el efecto de la sequía 
puede apreciarse claramente a lo largo de los componentes 2 (18,5 %) y 3 (11,5 %). Con 
el componente 2 tienen mayor correlación aquellos compuestos que experimentan 
variaciones por efecto de la sequía que son independientes del genotipo del portainjerto, 
en general los que ya se han descrito a partir del modelo OPLS-DA de la Figura 5.8. 
Con el componente 3 por el contrario tienen altas correlaciones compuestos con una 
evolución diferencial en respuesta al tratamiento hídrico dependiente del genotipo del 
portainjerto. Entre estos últimos encontramos (Figura 5.12) carbohidratos (sorbitol, 
glucosa, disacárido 24.8, azúcar ácido 21.7, lactitol, eritritol), aminoácidos (ácido 
aspártico, lisina), compuestos fenólicos (PCDB1, kaempferol cumaroilferuloil 
hexóxido, ácido ferúlico, DPHD 24.8, ácido siríngico), ácidos grasos (2-
metoxihexadecanoico, palmitoleico) y otros compuestos no identificados.  

a b
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Figura 5.12. Histograma de cargas >0,1 en relación a los componentes 1 (a) y 3 (b) del modelo 
sPLS-DA que se muestra en la figura 5.11a.

En el modelo obtenido con muestras de plantas injertadas sobre el portainjerto sensible
(Figura 5.11b), la distribución de las muestras es muy similar, siendo de nuevo el 
componente 3 (8,7% de varianza) el que muestra la evolución diferencial en relación al 
genotipo del portainjerto. Entre los compuestos con mayor correlación con este 
componente (Figura 5.13), encontramos compuestos fenólicos (hexóxidos de laricitrin 
feruloil, kaempferol dicumaroil, siringetin cumaroil, quercetin cumaroil, ácido p-
hidroxibenzoico, flavonoide 2, ácido benzoico), azúcares (ribosa), aminoácidos (lisina, 
glicina), lípidos (glicerol-3-fosfato, ácido palmitoleico), polialcoholes (scyllo inositol, 
sorbitol, treitol), ácidos orgánicos (glicérico, láctico, 2-hidroxiglutárico), etc.

Figura 5.13. Histograma de cargas >0,1 en relación a los componentes 1 (a) y 3 (b) del modelo 
sPLS-DA que se muestra en la figura 5.11b.
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En segundo lugar, se analizó el efecto del portainjertos sobre los perfiles metabolómicos 
de acículas de las plantas injertadas con diferentes púas, en respuesta a sequía. Para ello, 
se llevó a cabo el estudio diferencial del contenido metabólico en muestras de plantas 
Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T, y de plantas Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T, en 
condiciones control y déficit hídrico. En los modelos obtenidos detectamos claras 
diferencias (Figura 5.14), ya que cuando la púa injertada es Gal 1056 el mayor factor de 
diferenciación en el metaboloma de acículas fue el genotipo del portainjerto 
(componente 1- 18,1 % de varianza) y el segundo el tratamiento de déficit hídrico 
(componente 2, 15,8 % de varianza), mientras que cuando la púa injertada era de Oria 6, 
el tratamiento de déficit hídrico fue el factor que más influyó en el metaboloma de la 
acícula (componente 1, 22,1 % de varianza), mientras que el genotipo del portainjerto 
incidió a diferente nivel según las plantas estuvieran bien regadas (componente 2, 
14,6%) o sometidas a déficit hídrico (componente 3, 11,3 %). 

Figura 5.14. Modelos sPLS-DA obtenidos con los datos cuantitativos normalizados de los perfiles 
metabólicos asociados a los cuatro genotipos estudiados en plantas injertadas con púas de Gal 1056 
(a) y Oria 6 (b) sobre portainjerto tolerante y sensible de Pinus pinaster sometidas a sequía (WD) y 
condiciones control (WW).

Multitud de vías metabólicas se ven afectadas en acículas por la sequía, modificando los 
niveles de un gran número de metabolitos, y esto ocurre de forma diferenciada según el 
genotipo del portainjerto y la púa. El análisis de muestras de la púa sensible, Gal 1056, 
injertadas sobre portainjertos tolerantes y sensibles (Figura 5.15) muestra que tanto 
aminoácidos y compuestos nitrogenados (19), como carbohidratos (33), lípidos (10) y 
compuestos fenólicos y lignanos (34) participan en la discriminación de las muestras. 
Así, algunos aminoácidos y compuestos nitrogenados, como lisina, tiramina, treonina y 
valina se acumulaban diferencialmente en muestras de plantas sometidas a déficit 
hídrico, y más en Gal 1056 / R18T; al igual que polialcoholes como sorbitol, polifenoles 
como algunos derivados de kaempferol, o α-tocoferol, glicerol-3-fosfato, ácido 
hexadeca-10,13-dienoico, ácido 2-hidroxiglutárico, mientras que otros compuestos se 
acumulaban predominantemente en plantas de muestras control, Gal 1056 / R1S y Gal 
1056 / R18T, como ácido oxálico, lariciresinol hexoside, beta sitosterol, ácido esteárico, 
galocatequina, ácido 2-metoxihexadecanoico y α-cetoglutárico. 

a b
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Otros compuestos se acumularon o disminuyeron diferencialmente en Gal 1056 / R1S 
por efecto de la sequía como galactosa, trehalosa, sacarosa, monosacárido 22.7, 
melecitosa, ácidos galacturónico, málico y xilónico, scyllo inositol, todos ellos 
relacionados con el metabolismo del carbono; pero también compuestos de otras rutas 
metabólicas como ácido cumaroilquínico, siringetin cumaroil hexósido, flavonoide 2, 
lignano 1, urea, etc. 

Figura 5.15. Histograma de cargas >0,1 en relación a los componentes 1, 2 y 3 del modelo sPLS-DA 
que se muestra en la figura 5.11a (púa Gal 1056).

En el caso de muestras con púas tolerantes, Oria 6, injertadas sobre portainjertos 
tolerantes y sensibles se detectaron  compuestos altamente correlacionados con el modelo 
entre los aminoácidos y compuestos nitrogenados (13), carbohidratos (38), lípidos (13) y 
compuestos fenólicos (28) (Figura 5.16). Es de destacar el caso de compuestos lipídicos 
como betasitosterol y los ácidos glicólico, laúrico, palmítico, palmitoleico y linolénico 
que aumentan significativamente por efecto de la sequía en plantas Oria 6 / R1S, mientras 
que disminuyen o no varían en  Oria 6 / R18T. Por el contrario, compuestos como 
tiramina, laricitrin-feruloil hexosido, ácido pirúvico, siringetin cumaroil hexóxido, lactitol 
y α-tocoferol, aumentaron significativamente en  plantas de Oria 6 / R18T por efecto de 
la sequía, mientras que disminuyeron o no se vieron afectadas en Oria 6 / R1S. El análisis 
del perfil de azúcares, permitió la identificación de patrones de distribución diferenciales 
en plantas control, mientras que no se detectaron diferencias claras entre muestras Oria 6 
/ R1S y Oria 6 / R18T de plantas sometidas a sequía, aunque compuestos como lactosa, 
ácido málico, glucosa y sacarosa disminuyeron sus concentraciones con mayor intensidad  
en muestras Oria 6 / R1S sometidas a sequía. Otros compuestos como ácido 
galacturónico, prolina, 3, 4-dihidroxibenzoico, disacárido 20.1, lisina o piroglutámico 
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muestran un comportamiento contradictorio en relación al portainjerto, aumentando o 
disminuyendo por efecto del tratamiento hídrico. 

Figura 5.16. Histograma de cargas >0,1 en relación a los componentes 1, 2 y 3 del modelo sPLS-DA 
que se muestra en la figura 5.11b (púa Oria 6).
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ANÁLISIS DE LA ACUMULACIÓN DIFERENCIAL DE TRANSCRITOS EN GENOTIPOS 
TOLERANTES Y SENSIBLES DE PINUS PINASTER EN RESPUESTA A ESTRÉS HÍDRICO 
A NIVEL DE ÓRGANO

La respuesta de las plantas a estrés por sequía es un proceso muy complejo en el que 
están implicados diversos mecanismos moleculares, celulares y fisiológicos (Fang y 
Xiong, 2015), que depende de su intensidad y duración. Con el fin de profundizar en los 
mecanismos moleculares que modulan la respuesta a sequía en Pinus pinaster, 
análizamos los perfiles transcriptómicos de acículas, tallos y raíces de genotipos 
seleccionados pertenecientes a una familia de Pinus pinaster que segregaba para la 
tolerancia / sensibilidad a estrés hídrico, que habían sido previamente caracterizados (de 
Miguel et al., 2012, 2014, 2016). Este estudio comparativo entre genotipos tolerantes y 
sensibles a la sequía permitió identificar genes expresados diferencialmente, GEDs, en 
función del régimen hídrico aplicado, así como genes expresados constitutivamente.

El análisis de GEDs comparando mezclas de muestras agrupadas por órganos puso de 
manifiesto patrones específicos de expresión órgano-dependientes, que como primera 
aproximación, validaba la calidad del estudio transcriptómico. Así, por ejemplo, en 
acículas se detectó un enriquecimiento de transcritos implicados en fotosíntesis, en 
biosíntesis de precursores, en metabolismo lipídico y en energía. 

El análisis diferencial de los perfiles de expresión entre genotipos sensibles y toletantes 
crecidos en condiciones control o sometidos a una sequía moderada, reveló diferencias 
mayores en los recuentos de lecturas normalizadas en raíces frente a tallos y acículas, 
que coincide con lo descrito por Miguel et al., (2014). La respuesta temprana en raíces 
parece estar relacionada con su función, ya que se trata del órgano sensorial encargado 
de transmitir las señales a los tejidos aéreos informando sobre el estado hídrico del 
suelo (Schachtman y Goodger 2008), y así regular la expresión de genes que controlan 
la respuesta a sequía en estos órganos (Janiak et al., 2016). Al llevar a cabo el análisis 
de los perfiles transcritómicos de genotipos sensibles y tolerantes, se detectaron 
mayores niveles de actividad transcripcional en genotipos tolerantes en todos los 
órganos, excepto en acículas de plantas control (Tabla 3.1). Sin embargo, el número de 
GEDs asociados a la respuesta a estrés hídrico, fue significativamente mayor en los 
órganos de los genotipos sensibles (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Acumulación diferencial de transcritos a nivel de órgano. Comparaciones por pares entre 
los transcritos asociados con la respuesta a estrés hídrico (WW vs WD) y entre plantas control (WW vs 
WW). Sobreexpresados (S); reprimidos (R). Tabla adaptada de de María et al., (2020).
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A pesar de que en acículas de genotipos sensibles y tolerantes se detectó una menor 
acumulación de transcritos que en el resto de órganos, el análisis de ontología genética, 
GO, reveló un enriquecimiento de genes sobreexpresados relacionados con “respuesta a 
sequía” en acículas de genotipos tolerantes en condiciones control. Estos resultados 
podrían indicar una activación basal de los mecanismos de respuesta a estrés en 
genotipos tolerantes con los que afrontar escenarios de sequías recurrentes. Estudios 
similares han descrito procesos de hiper-respuesta a estrés hídrico en genotipos de 
plantas sensibles a sequía (Yates et al., 2014; Pucholt et al., 2015; Fracasso et al., 2016; 
Muthusamy et al., 2016), lo que evidencia la posible ausencia de mecanismos 
moleculares de evitación capaces de atenuar los efectos de la sequía en estos genotipos.  

Centrándonos en los resultados obtenidos al analizar los genotipos sensibles, sólo se 
identificaron tres genes que compartían la misma tendencia de sobreexpresión en todos 
los órganos estudiados en respuesta a estrés hídrico, lo que ponía de manifiesto una 
fuerte especificidad de órgano. Dos de ellos codifican FTs tipo ATL78-RING-H2 y 
NAC, implicados en la regulación de la expresión de genes inducidos por estrés hídrico, 
mejorando la respuesta a sequía (Pascual et al., 2015; Song et al., 2016). El tercer gen 
codifica una proteína transportadora de nitrato, que estaba reprimida en respuesta a 
estrés hídrico. Estudios previos realizados en Arabidopsis han demostrado que los 
transportadores de nitrato están implicados en control estomático, contribuyendo al 
aumento de la susceptibilidad a sequía (Guo et al., 2003). La represión de este gen en 
genotipos sensibles sometidos a sequía, podría interferir en procesos de intercambio de 
gases, inhibiendo el crecimiento y afectando al desarrollo de la planta. En plantas 
tolerantes, se detectaron dos transcritos acumulados en todos los órganos de plantas 
control, que codifican una proteína supresora SRP40 y una proteína D-tirosil-tRNA 
deacilasa.  

El análisis de las rutas activadas en cada genotipo y órgano reveló patrones de expresión 
específicos de genotipos tolerantes y sensibles, en respuesta a sequía. Las raíces de los 
genotipos tolerantes mostraban un enriquecimiento de genes sobreexpresados 
implicados en metabolismo secundario, y más concretamente en la biosíntesis de 
flavonoides. Estos compuestos están implicados en la protección de la planta frente a 
estrés abiótico, en la defensa antioxidante y en la inhibición del transporte polar de 
auxinas en procesos de señalización hormonal (Dao et al., 2011; Gill y Tuteja, 2010). 
Además, se ha demostrado que se acumulan diferencialmente en raíces laterales de 
plantas sometidas a estrés hídrico, induciendo su formación (Shojaie et al., 2016); 
estando también implicados en procesos de producción de ABA en plantas sometidas a 
estrés salino (Ruiz-Sola et al., 2014). 

El análisis de los 30 GEDs más sobreexpresados en respuesta a estrés hídrico en las 
acículas de genotipos sensibles y tolerantes, y el análisis de los 30 genes de mayor 
sobreexpresión constitutiva en acículas de ambos genotipos, relacionados con respuesta 
a estrés hídrico permitió identificar diferentes grupos funcionales relacionados con 
respuesta a sequía. Entre ellos se observaron genes implicados en protección estructural, 
que codifican osmoprotectores, acuaporinas, chaperonas, proteínas de choque térmico 
(HSP) y proteínas de embiogénesis tardía (LEA), así como genes asociados con 
procesos de detoxificación de ROS, metabolismo de la pared celular, y protección de 
estructuras subcelulares (Figura 6.1). 
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Figura 6.1. Distribución funcional de los 30 GEDs más sobreexpresados en respuesta a sequía en las 
acículas de genotipos sensibles y tolerantes, y de los 30 genes de mayor sobreexpresión constitutiva 
en acículas de genotipos tolerantes, relacionados con sequía. Figura adaptada de de María et al., 
(2020).

En raíces, este estudio reveló que entre los 30 genes más sobreexpresados
constitutivamente en genotipos sensibles se identificaron genes implicados en la 
detoxificación de ROS, el transporte de hidrógeno a través de la membrana, la 
regulación del plegamiento y agregación de proteínas, el metabolismo de azúcares y la 
biosíntesis de fenilpropanoides. El mismo análisis realizado en raíces de genotipos 
tolerantes, permitió identificar genes asociados con regulación redox, ajuste osmótico, 
remodelación de la pared celular y transporte, respuesta hormonal, señalización y 
regulación transcripcional. El mantenimiento de la integridad y fluidez de la membrana 
es fundamental para la supervivencia de las plantas bajo condiciones de déficit hídrico. 
Además, la deshidratación afecta a la estructura y configuración de la pared celular, y 
modifica la interfaz pared celular-membrana plasmática (Feng et al., 2016). Las 
interacciones entre la pared celular y la membrana plasmática, así como las 
modificaciones en la tensión superficial de la membrana debido al transporte 
bidireccional de agua, son dos factores importantes para determinar la capacidad que 
tiene la planta de percibir y responder a cambios en el contenido hídrico del entorno 
(Monshausen y Gilroy, 2009). Uno de los genes sobreexpresados constitutivamente 
codifica la proteína xiloglicano endotransglicosilasa hidrolasa (XTH), que modula la 
conversión de xiloglicanos, principal polímero de la hemicelulosa, pudiendo estar 
implicado en procesos de remodelación de la pared celular, lo que sugeriría que los 
genotipos tolerantes son capaces de ensamblar reversiblemente y reorganizar la pared 
celular y la superficie exterior de las membranas plasmáticas. Los lípidos, además de ser 
los principales componentes de las membranas celulares, actúan como moléculas de 
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señalización. En los genotipos tolerantes también se detectó la sobreexpresión 
constitutiva de genes codificantes de la proteína sec14, proteína de transferencia del 
fosfatidilinositol / fosfatidilcolina, localizada en la membrana de Golgi, que funciona 
como precursor de genes de respuesta a estrés, y de fosfolípidos y galactolípidos, que 
aumentan la estabilidad de la membrana confiriendo tolerancia a estrés (Larsson et al., 
2006). Además, se observó una sobreexpresión de genes regulados por ABA, y una 
ligasa SCF E3, descrita recientemente en Arabidopsis como un represor de la respuesta 
a sequía, que participa en la vía de señalización independiente de ABA (Li et al., 2014). 

Por otro lado, se identificó un número limitado de GEDs relacionados con respuesta a 
sequía en raíces de genotipos sensibles y tolerantes sometidos a estrés hídrico. Las 
plantas sometidas a estrés hídrico cierran sus estomas para reducir las tasas de pérdida 
de agua, disminuyendo la conductancia estomática, limitando la capacidad de fijación 
fotosintética de carbono, lo que modifica el equilibrio metabólico de carbohidratos. Para 
hacer frente a esta reducción en las tasas de asimilación de carbono, las plantas 
acumulan carbohidratos solubles, entre otros compuestos, que actúan como osmolitos 
implicados en el ajuste osmótico, mantenimiento de la turgencia celular, integridad de la 
membrana y estabilización de proteínas (Xue et al., 2007). Por lo tanto, la translocación 
de carbohidratos es un mecanismo usado por las plantas para hacer frente a estrés 
hídrico (Chen y Jiang, 2010). En genotipos tolerantes, la sobreexpresión del gen que 
codifica para una proteína transportadora de carbohidratos, ERD6-like 6, podría estar 
relacionado con el aumento del nivel de estos metabolitos en el citoplasma, y la 
modulación del potencial osmótico (Jarzyniak y Jasiński, 2014). Ya se ha descrito en 
Pinus pinaster y P. pinea, un transportador de carbohidratos bidireccional que se induce 
en respuesta a estrés hídrico severo (Perdiguero et al., 2013), lo que podría indicar que 
diferencias en la disponibilidad hídrica podrían influir en la activación de diferentes 
proteínas transportadoras de carbohidratos. Además, se detectó la sobreexpresión del 
gen que codifica una prohibitina mitocondrial-like (PHB), miembro de un complejo 
proteico localizado en la membrana interna mitocondrial, que podría estar implicada en 
la modificación de la cadena respiratoria (Gehl y Sweetlove, 2014). Asimismo, estudios 
sobre las funciones de las proteínas PHB en plantas han demostrado su implicación en 
la proliferación del meristemo de raíz (Van Aken et al., 2007). También en raíces de los 
genotipos tolerantes se detectaron dos genes regulados por ABA: el gen que codifica la 
subunidad reguladora de la proteína quinasa relacionada con SNF1 γ-1, implicado en la 
regulación transcripcional y metabólica en procesos de aclimatación de las plantas a 
diferentes estreses bióticos y abióticos (Crozet et al., 2014); y un miembro de la familia 
NHL. La caracterización funcional de proteínas NHL6 ha revelado su implicación en 
señalización y biosíntesis mediada por ABA, inducida por estrés abiótico (Bao et al., 
2016).  

Entre los GEDs más sobreexpresados en genotipos sensibles, se identificaron genes 
pertenecientes a diversos grupos funcionales implicados en respuesta a sequía, 
relacionados con el transporte transmembrana como el canal de potasio AHT1-like, 
cuya sobre-expresión en plantas de arroz se ha demostrado que mejora la tolerancia a 
estrés hídrico y osmótico al aumentar los niveles tisulares de K+ (Ahmad et al., 2016), y 
un gen que codifica pita_000064630-r, una proteína disease resistance-like GS3-1, que 
pertenece a la familia de transportadores ABC asociada al secuestro de metabolitos 
potencialmente tóxicos implicados en respuesta a estrés (Wanke y Kolukisaoglu, 2010). 
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También se identificó un gen que codifica la proteína serina treonina quinasa, SRK2E, 
una familia de quinasas implicada en la regulación de la respuesta de las plantas a 
diferentes estreses abióticos a través de vías dependientes e independientes de ABA 
(Kulik et al., 2011). Finalmente, se caracterizaron dos GEDs, uno de ellos codifica una 
proteasa ubiquitin-like-specific 1D, que participa en procesos de SUMOilación, estando 
implicada en modificaciones postraduccionales reversibles; y el otro codifica un 
componente del módulo de desubiquitinación del complejo SAGA, implicado en la 
modificación postraduccional de varias histonas. Ambas participan en la respuesta a 
diversos estreses abióticos, mediante control epigenético, estando implicadas en el 
silenciamiento transcripcional de genes aberrantes (Liu et al., 2017a), y la remodelación 
de cromatina (Moraga y Aquea, 2015), respectivamente.  

En tallos, el análisis de los 30 genes que muestran mayor sobreexpresión constitutiva 
reveló que los genotipos tolerantes mostraban un mayor número de genes asociados con 
la respuesta a sequía, agrupados en distintos grupos funcionales. Entre éstos se 
identificó un gen que codifica la proteína β-galactosidasa 8, implicada en la degradación 
de polisacáridos de la pared celular para dirigir los azúcares al citoplasma y mantener la 
turgencia celular en condiciones de estrés hídrico (Gupta et al., 2016). También se 
detectó una sobreexpresión constitutiva de genes que codifican un componente del canal 
permeable al calcio, y un translocador de carbohidratos (Jarzyniak y Jasiński, 2014), 
implicados en el transporte de estos compuestos a través de la membrana. También se 
identificaron genes implicados en la reorganización de la pared celular (endoglucanasa 
17 y UDP-N-acetilglucosamina-dolichyl-fosfato N- acetilglucosamina-fosfotransferasa) 
y en la modificación de lípidos de membrana y señalización (α y β-hidrolasa y 
lipoxigenasa cloroplástica) (Hamiaux et al., 2012, Bae et al., 2016). Otros genes 
sobreexpresados constitutivamente codifican la proteína cloroplástica bifuncional 3-
dehidroquinato deshidratasa / shikimato, implicada en la biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos y de diferentes metabolitos secundarios aromáticos (alcaloides, flavonoides, 
ligninas y antibióticos aromáticos) involucrados en la respuesta a estrés. En situaciones 
de estrés hídrico, se produce la inhibición de la expansión del tallo. Las auxinas 
influyen en los procesos de elongación del tallo y el desarrollo de la estructura de la 
planta (Gallavotti, 2013). En nuestro estudio transcriptómico identificamos genes muy 
sobreexpresados en genotipos tolerantes que participan en la regulación de auxinas, 
como el factor de respuesta a auxina 6, un activador transcripcional que regula la 
expresión de genes de respuesta a auxina (Liu et al., 2014), y la hidrolasa de IAA- 
aminoácidos ILR1-like 4, enzima que hidroliza conjugados de IAA-aminoácidos para 
producir IAA libre (Ludwig-Müller, 2011). Entre los genes asociados con la acción de 
hormonas, destaca la sobreexpresión de un componente del correceptor SCF (COI1), 
implicado en la percepción y transducción de señales de JA (Larrieu y Vernoux, 2016). 
En genotipos sensibles, se detectó la sobreexpresión de genes asociados con funciones 
protectoras como un inhibidor de cisteína proteasas, implicado en la regulación de la 
proteolisis (Kidrič et al., 2014), una proteína 8-like, con un dominio A20/AN1-zinc-
finger, cuya sobreexpresión en plantas de arroz sometidas a estrés reduce la clorosis y la 
muerte celular, mejorando su recuperación (Vij y Tyagi, 2006). Por último, se detectó la 
sobreexpresión de un gen que codifica la proteína CBL-CIPK implicada en la 
decodificación de señales de calcio, y que participa en respuesta a estrés y otras 
respuestas mediadas por ABA (Mao et al., 2016).  
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El análisis de los GEDs en tallos de genotipos sensibles y tolerantes en respuesta a 
estrés hídrico, reveló un número similar de genes sobreexpresados relacionados con 
respuesta a sequía en ambos genotipos, significativamente menor al número de genes 
sobreexpresados constitutivamente detectados en tallos de genotipos tolerantes. En 
genotipos sensibles se detectaron genes relacionados con respuesta sequía, que 
codifican una proteína YLS9-like y la isoforma X2 del factor inhibidor de la migración 
de macrófagos, implicados en la inmunidad de plantas (Panstruga et al., 2015). También 
se identificó una proteína similar a la quinasa de base esfingoides, también conocidas 
como bases de cadena larga (LCB-P), y una proteína que contiene repeticiones de 
pentatetrapéptidos, ambas implicadas en la respuesta a estrés abiótico en plantas, entre 
otras funciones, mediando la regulación del cierre estomático (Jiang et al., 2015, 
Saucedo-García et al., 2015). Por último, se identificó un gen que codifica una isoforma 
citoplasmática 2 de monodehidroascorbato, que participa en el ciclo del ascorbato-
glutatión eliminando el peróxido de hidrógeno, tóxico, así como el gen que codifica una 
proteína con dominio NHL, implicada en señalización y biosíntesis de ABA inducida 
por estrés (Bao et al., 2016). En tallos de genotipos tolerantes, se identificaron GEDs 
sobreexpresados relacionados principalmente con el metabolismo de lípidos, como los 
codificantes de la proteína de la familia aciltransferasa de fosfolípidos/glicerol, el 
polipéptido proactivador 1-like y la enzima lipolítica GDSL esterasa/lipasa At2g04570-
like. Como se indicó previamente, las plantas modifican la composición lipídica de sus 
membranas en respuesta a diferentes estreses abióticos (Harwood, 1996), generalmente 
variando el contenido de lípidos polares (Michaelson et al., 2016). Los esfingolípidos 
son esenciales en las funciones celulares básicas, participando en procesos de 
organización, señalización y dinámicas de la membrana celular (Michaelson et al., 
2016). También identificamos dos GEDs sobreexpresados que codifican una invertasa 
vacuolar y una glicerato deshidrogenasa, implicadas en la hidrólisis de la sacarosa y en 
la biosíntesis de la serina, respectivamente. La invertasa vacuolar podría estar asociada 
al aumento de la hidrólisis de sacarosa vacuolar almacenada en respuesta a la 
disminución de la productividad fotosintética global y, por tanto, estar implicada en el 
flujo de carbono hacia los diferentes órganos en respuesta al estrés hídrico. Diversos 
estudios han descrito incrementos de la hidrólisis de sacarosa en variedades de plantas 
tolerantes a sequía (Wang et al., 2000; Saeedipour y Moradi, 2011); en condiciones de 
estrés, la mayor parte del carbono se desvía a la formación de los aminoácidos glicina y 
serina (Lawlor y Cornic, 2002). 

El mismo tipo de análisis llevado a cabo en acículas de plantas tolerantes y sensibles a 
la sequía permitió identificar, entre los 30 genes con mayor sobrexpresión, tanto los 
genes constitutivos como los GEDs asociados con la respuesta a estrés hídrico. Entre los 
genes sobreexpresados constitutivamente en los genotipos tolerantes, pertenecientes a 
diferentes grupos funcionales, destacar los implicados en protección, preservando el 
plegamiento de moléculas de ARN y proteínas (por ejemplo, chaperonas o proteínas de 
choque térmico 70 kDa), en la biosíntesis de osmólitos (α-galactosidasa-like), y en la 
regulación osmótica (acuaporinas, una proteína de la familia YGGT, y una proteína del 
canal de calcio de dos poros). El efecto protector del fotosistema II ejercido por la 
chaperona cloroplástica DnaJ (Hsp40), en asociación con la Hsp70 fue descrito por 
Kong et al. (2014) en plantas transgénicas sometidas a estrés. La subfamilia de 
acuaporinas PIP está implicada en transporte de agua y de pequeños solutos, 



 149 MEMORIA GENERAL 

desempeñando un papel activo en la respuesta a estrés hídrico (Forrest y Bhave, 2007), 
mediante la regulación de la tasa de captación de agua y transpiración (Afzal et al., 
2016). En cuanto a la proteína del canal de calcio de dos poros, se trata de un mensajero 
secundario implicado en regulación del crecimiento, desarrollo y adaptación. Los 
transportadores de calcio inducidos por ABA modifican la concentración citosólica de 
Ca2+, regulando entre otros, procesos de apertura estomática (Song et al., 2008). El 
aumento de la proteína del canal de calcio 1 en acículas y tallos de genotipos tolerantes, 
podría estar asociada con procesos de regulación de apertura estomática y tasa de 
transpiración. Asimismo, identificamos genes sobreexpresados constitutivamente en 
genotipos tolerantes implicados en remodelación de la pared celular, que codifican una 
xiloglucano endotransglucosilasa-hidrolasa y una subunidad 2-like no catalítica de la 
poligalacturonasa, y genes inducibles por sequía como la RD22 y un miembro de la 
familia NHL. Frente a la elevada proporción de genes expresados constitutivamente que 
participan en la respuesta a sequía en genotipos tolerantes, no se identificó ninguno en 
los genotipos sensibles, respaldando la hipótesis de que en los genotipos tolerantes 
existe una activación permanente de mecanismos de respuesta a estrés, que les confiere 
una “pre-adaptación” para responder más eficiente y rápidamente a situaciones de 
sequía.  

El análisis de los 30 GEDs más sobreexpresados al comparar acículas de plantas control 
y estresadas de los genotipos sensibles y genotipos tolerantes, permitió detectar un 
mayor número de genes asociados con la respuesta a sequía en genotipos sensibles, que 
participan en la drástica reducción en las tasas de conducción estomática y fotosintética, 
del rendimiento cuántico efectivo del fotosistema II observado, en estos genotipos. Así, 
se detectaron GEDs sobreexpresados asociados con funciones protectoras como la 
preservación del correcto plegado de moléculas de ARN y proteínas (proteínas LEA), la 
biosíntesis de osmolitos (una galactinol sintasa y una serina acetiltransferasa 1), y un 
grupo de GEDs implicados en la remodelación de la pared celular (una celulasa y una 
proteína arabinogalactano con dominio fasciclina FLA16). El cierre estomático que se 
produce en respuesta a la sequía provoca cambios en la tasa fotosintética debido a la 
menor disponibilidad de CO2 y a la producción de ROS como, por ejemplo, los 
radicales superóxido (Osakabe et al., 2014). El aumento de la actividad fotorrespiratoria 
durante sequía va acompañado de niveles elevados de actividad glicolato-oxidasa, lo 
que resulta en la producción de H2O2. En este estudio, 7 de los 30 GEDs más 
sobreexpresados en genotipos sensibles sometidos a sequía estaban asociados a enzimas 
que desintoxificaban especies reactivas de oxígeno, como la catalasa, la glutatión S-
transferasa omega-like 2, la glutamina amidotransferasa YLR126C, la glutatión 
peroxidasa, y la γ-glutamilciclotransferasa At3g02910, un miembro del péptido 
metionina sulfóxido reductasa, y una proteína azul de cobre. Asimismo, se detectaron 
sobreexpresados tres GEDs con función fotosintética, la ribulosa-bisfosfato carboxilasa 
cloroplástica de cadena pequeña, la fructosa-bisfosfato aldolasa cloroplástica y una 
proteína del complejo de fotolisis / oxidación del agua también conocido como 
complejo productor de oxígeno del PSII; y otros tres GEDs asociados a señalización, 
oxygen-evolving enhancer protein chloroplastic-like At2g19130, la proteína de 
esporulación RMD1 y la proteína universal de estrés a-like. Los genes que codifican 
proteínas con dominio USP están implicados en la percepción de señales de estrés y 
parecen promover la tolerancia a sequía (Sinha et al., 2016). Por último, se detectaron 
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GEDs sobreexpresados que codifican un componente de un FT de un complejo 
multiproteico, una proteína asociada al mediador 1-like, y genes implicados en el 
metabolismo de poliaminas y en la regulación del crecimiento de plantas, la ornitina 
descarboxilasa-like. Por el contrario, solo cinco de los 30 GEDs más sobreexpresados 
en genotipos tolerantes estaban relacionados con respuesta a sequía. Entre ellos 
destacaban un grupo de transcritos relacionados con protección celular, que codifican 
una proteína chaperona DnaJ (Hsp 40) de tipo cloroplástico y un factor de intercambio 
de nucleótidos Hsp70 FES1, ambos implicadas en el plegado de moléculas bajo estrés; 
un antranilato de tipo cloroplástico implicado en la biosíntesis de osmolitos y ajuste 
osmótico (Liu et al., 2014); y una proteína de tipo YLS9 implicada en respuesta 
oxidativa. El GED restante era un FT C2H2 tipo zinc finger protein, implicado en la 
regulación de la respuesta a sequía (Kiełbowicz-Matuk, 2012). Finalmente, la búsqueda 
de GEDs sobreexpresados en genotipos tolerantes en condiciones control, acumulados 
diferencialmente en genotipos tolerantes y sensibles bajo estrés hídrico, sólo dio 
resultados positivos en raíces. Entre ellos, se detectaron GEDs, que conferían tolerancia 
a estrés hídrico, y que codificaban una chaperona (Park y Seo, 2015), y una proteína 
asociada a la familia de las auxinas de latencia, hormona implicada en la modificación 
de proteínas, transducción de señal y tolerancia a sequía (Peleg y Blumwald, 2011). 
Además, también se identificó GEDs que codifican una proteína LHY, un FT MYB. 
Los FTs son los principales reguladores de la expresión génica, desempeñando un papel 
crítico en la respuesta a estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007, Buchanan et 
al., 2015, Singh y Laxmi, 2015). En Arabidopsis, las mutaciones en el gen MYB 
produjeron hipersensibilidad a los agentes generadores de ROS, indicando su 
implicación en el proceso de detoxificación (Park et al., 2016). Por último, también se 
detectó un GED que codifica una proteína de unión a calcio, CML25, implicada en la 
respuesta a estrés abiótico (Zeng et al., 2015). Este conjunto de transcritos, implicados 
en la protección, señalización y regulación de la expresión génica, también podría 
contribuir a una respuesta rápida y más eficiente en genotipos tolerantes. 

Estos resultados aportan información adicional sobre los mecanismos que median la 
respuesta a sequía en genotipos con diferente sensibilidad al déficit hídrico en Pinus 
pinaster. Entre ellos destaca el hecho de que la expresión constitutiva de genes 
relacionados con la sequía, específicamente genes regulados por hormonas, genes 
involucrados en vías de señalización, así como aquellos involucrados en la protección 
frente al estrés, puede proporcionar ventajas funcionales para hacer frente a un eventual 
déficit de agua en los genotipos tolerantes, que posiblemente sufren sequías recurrentes. 
Curiosamente, los genotipos sensibles, a diferencia de los tolerantes, muestran 
sobreexpresión de un número significativo de genes relacionados con el ciclo de Calvin 
y Benson y la regulación del PS-II al ser sometidos a déficit hídrico. 
Independientemente de la sobreexpresión de estos genes, los genotipos sensibles 
muestran una respuesta a sequía poco eficiente, pudiendo indicar que la expresión de 
dichos genes no representa una respuesta de aclimatación adaptativa a la sequía en los 
pinos sensibles y que otros mecanismos reguladores pueden limitar el alcance de su 
respuesta fisiológica ante el estrés hídrico. Aunque en los genotipos sensibles, no en los 
tolerantes, identificamos una sobreexpresión de un conjunto de genes relacionados con 
la protección osmorreguladora en respuesta al estrés, el patrón de variación del 
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potencial osmótico no reflejó diferencias significativas entre los distintos genotipos, que 
mostraron una capacidad similar para ajustarse osmóticamente al déficit hídrico. 

Una interpretación conjunta de estos resultados parece sugerir que los genes expresados 
constitutivamente en plantas control, podrían estar más relacionados con una respuesta 
fisiológica adaptativa de aclimatación al déficit hídrico que los GEDs en plantas 
sometidas a un régimen hídrico moderado. 
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ANALISIS DEL EFECTO DEL PORTAINJERTO SOBRE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LA 
PÚA EN PLANTAS INJERTADAS DE PINUS PINASTER  EN RESPUESTA A DÉFICIT 
HÍDRICO 

 

El injerto es una técnica de propagación vegetativa ampliamente aplicada en árboles 
frutales y plantas herbáceas, que también ha sido utilizada para estudiar diferentes 
aspectos en biología vegetal, como, por ejemplo, la señalización sistémica (Tsutsui y 
Notaguchi, 2017). Sin embargo, su uso en la investigación de árboles forestales en 
general, y de coníferas en particular, ha sido escaso (Mutke et al., 2019; Pérez-Luna et 
al., 2020). Su aplicación en árboles se ve limitada principalmente por la pérdida de la 
capacidad de propagación asociada a su elevada longevidad, que reduce la tasa y 
alcance de la capacidad de enraizamiento específica de cada especie. En Pinus pinaster, 
la pérdida de la capacidad de enraizamiento se produce de forma temprana a los 4-5 
años de edad, lo que limita la producción de réplicas, afectando en nuestro estudio, a la 
propagación de portainjertos. Debido a esta limitación, nuestro diseño se centra en el 
estudio de injertos que combinan dos genotipos de una misma especie, Pinus pinaster, 
utilizandos individuos de la progenie procedente del cruce de referencia de esta especie 
Gal 1056 x Oria 6 como portainjertos, y sus progenitores como púas, con el fin de 
optimizar la compatibilidad de la planta injertada (Julia et al., 2011).  

 

Estudio de los transcriptomas de las acículas de los injertos en condiciones control 

 

Con el objetivo de analizar cómo los genotipos con diferentes grados de sensibilidad a 
sequía, empleados como portainjertos, podían influir en el transcriptoma de las acículas 
de las púas injertadas procedentes de genotipos tolerantes o sensibles al déficit hídrico, 
estudiamos, inicialmente, los patrones de expresión génica en injertos crecidos en 
condiciones control con objeto de conocer las funciones que diferían entre las distintas 
construcciones (Figura 6.2). Uno de los resultados más relevantes fue la variación de la 
expresión génica mostrada por las acículas de las púas pertenecientes al progenitor 
sensible a sequía (Gal 1056) injertadas sobre los portainjertos sensibles (R1S) frente a a 
las púas injertadas sobre los portainjertos tolerantes (R18T), que contrastaba con la 
escasa variación identificada en las acículas de las púas del progenitor tolerante (Oria 6) 
injertadas sobre los mismos portainjertos. El análisis de enriquecimiento funcional de 
los GEDs identificados en Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T, reveló procesos, rutas y 
genes afectados. En Gal 1056 / R18T, se observaron GEDs sobreexpresados implicados 
en acción de fitohormonas y biosíntesis de ARN y metabolismo secundario (Figura 
4.3b). Como ya se ha descrito anteriormente, las plantas expuestas a estrés acumulan 
terpenos y compuestos fenólicos como flavonoides y antocianinas (Kleiber et al., 2017) 
que, entre otras funciones, actúan en procesos de detoxificación eliminando especies 
ROS (Hatier y Gould, 2008; Agati y Tattini, 2010). La sobreexpresión de genes 
implicados en la biosíntesis de flavonoides en Gal 1056 / R18T podría sugerir que los 
portainjertos tolerantes podrían afectar la acumulación de flavonoides en las acículas de 
las púas sensibles, al contrario de lo observado en las acículas de las púas tolerantes. 
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Además, en Gal 1056 / R18T se identificó un número significativo de genes que 
codifican FTs MYB. Los FTs MYB regulan diferentes procesos asociados con 
desarrollo, crecimiento y función de órganos y tipos celulares específicos, así como con 
la biosíntesis de metabolitos secundarios como los flavonoides (Deluc et al., 2008; 
Wang et al., 2014; Baldoni et al., 2015), lo que podría sugerir la implicación de estos 
FT MYBs en la modulación del contenido de metabolitos secundarios de las acículas. 
Estos resultados coinciden con estudios previos realizados por de Miguel et al. (2016) 
que identificaron SNPs en el FT MYB1 que estaban asociados con diferentes 
concentraciones de fenilalanina y fenilpropanoides en esta familia de Pinus pinaster.  

El análisis de plantas Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T también mostró GEDs 
asociados con la biosíntesis y señalización mediada por fitohormonas, principalmente 
asociadas con ABA y auxinas, pero también con SA, JA, giberelinas y otros péptidos de 
señalización en ambas construcciones, lo que podría indicar un efecto del portainjertos 
en el metabolismo y acción de estos factores endógenos clave en la regulación del 
crecimiento y el desarrollo de la planta, en acículas de las púas sensibles a sequía. La 
hormona ABA es crítica en numerosos procesos biológicos, como la latencia en yemas, 
germinación de semillas, cierre de estomas y adaptación a estrés (Kumar et al., 2019). 
La auxina es una fitohormona vegetal que participa en múltiples procesos de desarrollo, 
crecimiento y respuesta a estrés hídrico mediante la regulación, entre otros, de la 
arquitectura de raíces, de la expresión de genes que responden a ABA, del metabolismo 
de especies ROS y de la homeostasis del metabolismo del carbono (Shi et al., 2014; 
Korver et al., 2018). Por otro lado, el SA interviene en la regulación de una amplia 
gama de procesos en respuesta a déficit hídrico como fotosíntesis, mecanismos de 
asimilación del carbono, metabolismo de proteínas, aminoácidos y carbohidratos 
solubles, homeostasis redox y transducción de señales (Sharma et al., 2017). El JA y las 
giberelinas son hormonas endógenas implicadas en el aumento de tolerancia a sequía 
mediante, entre otros procesos, la activación del sistema enzimático antioxidante y la 
regulación de la conductancia estomática (Wang et al., 2021; Zawaski y Busov, 2014). 
La señalización peptídica interviene en respuesta a estrés hídrico mediante la regulación 
de una amplia diversidad de procesos, entre ellos, el desarrollo estomático (Lynn et al., 
2013). La mayoría de los GEDs asociados con la percepción y señalización mediada por 
ABA se encontraron sobreexpresados en Gal 1056 / R1S, incluyendo un gen que 
codifica el receptor PYR/PYL, que desempeña un papel importante en regulación de la 
apertura estomática (Dittrich et al., 2019). Además, se identificaron GEDs que codifican 
la proteína fosfatasa 2C (PP2C), un componente del módulo PYL-PP2C-SnRK2, 
sobreexpresado en Gal 1056 / R18T. Los miembros de la familia de genes PYL-PP2C-
SnRK2 están implicados en el crecimiento, el desarrollo y una variedad de respuestas a 
estrés abiótico, actuando como un componente clave en las cascadas de señalización 
mediadas por ABA (Xu et al., 2020). Por último, se identificaron GEDs que codifican 
transportadores de membrana de ABA, ABCG y NRT1/PTR (Kuromori et al., 2010; 
Jarzyniak y Jasiński, 2014), sobreexpresaados en Gal 1056 / R1S. Se detectaron GEDs 
relacionados con la biosíntesis de auxinas sobreexpresados en Gal 1056 / R18T, 
mientras que aquellos implicados en la percepción y señalización de auxinas estaban 
sobreexpresados en Gal 1056 / R1S, al igual que los transportadores de auxinas de la 
superfamilia ABCB (Jarzyniak y Jasiński, 2014). La alta acumulación de flavonoides 
asociada con la sobreexpresión de genes implicados en su biosíntesis podría alterar el 
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transporte de auxinas modificando, entre otros mecanismos, el transportador ABCB, 
como describen Geisler y Murphy (2006). 

Del mismo modo, se identificó un número significativo de genes asociados a respuesta a 
estímulo externo expresados diferencialmente en Gal 1056 / R1S frente a Gal 1056 / 
R18T. Entre ellos, se detectaron GEDs que codifican defensinas, proteínas ricas en 
cisteína que median en la respuesta inmune innata no específica, y que están 
involucradas en diferentes respuestas a estrés abiótico (Do et al., 2004); y GEDs que 
codifican componentes del sistema de resistencia adquirida (SAR), cuya función en 
respuesta a estrés abiótico se ha descrito recientemente, modulando la respuesta a ROS, 
el metabolismo de la prolina y respuesta REDOX (La et al., 2019). Otro proceso 
biológico significativamente enriquecido en GEDs en Gal 1056 / R1S fue la 
fotosíntesis, con sobreexpresión de genes que codifican componentes del complejo 
proteico del PSII, incluyendo subunidades del complejo de antena LHCII y proteínas 
extrínsecas del PSII, como la PsbS que aumenta la eficiencia del uso del agua 
(Głowacka et al., 2018). Por último, se detectó un enriquecimiento en GEDs asociados 
con procesos de organización de la pared celular. Se identificaron genes 
sobreexpresados en Gal 1056 / R18T que codifican la cafeoil-CoA 3-O-metiltransferasa 
(CCoA-OMT), implicada en la biosíntesis de lignina (Chen et al., 2000). Por el 
contrario, los genes implicados en metabolismo de pectinas, como los que codifican α-
L-arabinofuranosidasa bifuncional y β-D-xilosidasa (BXL), que participan en el 
engrosamiento de la pared secundaria (Arsovski et al., 2009) y una metil-esterasa 
(PME), implicada en adhesión celular (Daher y Braybrook, 2015), estaban 
sobreexpresados en Gal 1056 / R1S. Otros genes también sobreexpresados en Gal 1056 
/ R1S codifican una expansina de clase α, implicada en crecimiento celular (Cosgrove, 
2000) y una proteína AGP β-1,3-galactosiltransferasa (AGP), implicada en crecimiento 
y desarrollo vegetativo (Amos y Mohnen, 2019).  

Aunque estos resultados sugieren un mayor efecto del portainjerto en la modulación del 
perfil transcriptómico de acículas de púas del progenitor sensible a sequía, también se 
identificaron GEDs en acículas de púas del progenitor tolerante injertadas sobre 
portainjertos sensibles frente a las injertadas sobre portainjertos tolerantes a la sequía, 
Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T. Así, se identificaron un total de 16 GEDs en acículas de 
Oria 6, principalmente asociados con regulación transcripcional. Entre ellos, destacan 
genes sobreexpresados que codifican FTs C2H2 -ZF y bZip en Oria 6 / R18T, y 
CAMTA y GRAS en Oria 6 / R1S. El número más significativo de GEDs identificados 
en Oria 6 / R1S frente a Oria 6 / R18T codifican el activador de transcripción de unión a 
calmodulina (CAMTA), que mostraba una mayor acumulación no sólo en acículas de 
plantas Oria 6 / R1S sino también en plantas Gal 1056 / R1S. CAMTA es una pequeña 
familia de FTs implicada en la vía de señalización de calcio, que media en la regulación 
del desarrollo y la respuesta a una amplia variedad de estímulos externos y hormonales, 
incluyendo estrés abiótico y ABA (Rahman et al., 2016).  

Estos resultados ponen de manifiesto que el uso de portainjertos tolerantes o sensibles a 
sequía modifica en mayor medida la expresión génica de acículas de púas del progenitor 
sensible a la sequía, Gal 1056. En Gal 1056 / R18T se observó una elevada 
sobreexpresión de genes asociados con el metabolismo secundario, y más 
concretamente con la biosíntesis de flavonoides, mientras que en Gal 1056 / R1S se 
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identificó una plétora de procesos y vías enriquecidas en GEDs (Figura 6.2), entre los 
que destacaban aquellos asociados a respuesta a estímulo externo, fotosíntesis y 
organización de la pared celular. Estas variaciones eran prácticamente inexistentes 
cuando se analizaban injertos Oria 6, lo que sugiere que los injertos de púas procedentes 
de genotipos sensibles y tolerantes a sequía difieren en su sensibilidad al efecto de 
portainjerto con distinto grado de sensibilidad a sequía. 

En un segundo estudio análisis de los transcriptomas de acículas de los injertos crecidos 
en condiciones control, se compararon las púas de ambos genotipos injertadas bien 
sobre portainjertos sensibles (Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S) o bien injertadas sobre 
portainjertos tolerantes a sequía (Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T). Esta comparación 
proporcionó información sobre procesos, rutas y genes enriquecidos diferencialmente en 
acículas de las púas de los progenitores Gal 1056 y Oria 6, mostrando patrones de 
expresión que que diferían entre ambas comparaciones, influidos por el genotipo del 
portainjerto (Figura 6.2). Uno de los procesos más enriquecidos en GEDs en Gal 1056 / 
R18T al ser comparado con Oria 6 / R18T fue el metabolismo secundario, con genes 
que codifican proteínas implicadas en la biosíntesis de terpenoides y flavonoides, como 
mono/sesquiterpeno/diterpeno sintasa y chalcona sintasa. También involucrados en la 
biosíntesis de flavonoides, se observó, en ambas comparativas, una sobreexpresión de 
genes que codifican flavanona 3-hidroxilasa (F3H), ligeramente superior en plantas Oria 
6 / R1S y Gal 1056 / R18T. La biosíntesis de glicina betaína fue uno de los procesos 
enriquecidos con GEDs sobreexpresados en púas de Gal 1056, independientemente del 
portainjerto sobre el que estaban injertadas. Este resultado, combinado con la 
sobreexpresión de GEDs asociados con estas rutas en Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / 
R18T y la ausencia de GEDs observada en Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T, indicaba una 
mayor activación de estos procesos en las púas del progenitor sensible a sequía, que 
difería en función del genotipo del portainjerto. Como ya se descridió en la primera 
comparativa, estos metabolitos secundarios son compuestos relevantes en la defensa 
química de la planta y actúan como antioxidantes promoviendo tolerancia a estrés (Isah, 
2019). Es importante destacar que, en el caso de los terpenos, se han descrito patrones 
específicos de procedencia en acículas de diferentes coníferas (Arrabal et al., 2012; 
Kännaste et al., 2013; Kleiber et al., 2017), sin embargo, esta variación parece verse 
incrementada por el efecto del porta tolerante sobre la púa sensible a sequía. Por el 
contrario, los genes que codifican la proteína γ-glutamil peptidasa 1 (GGP1), implicada 
en la producción de glucosinolatos mediante la escisión del conjugado de glutatión, 
estaban sobreexpresados en púas de Oria 6 / R18T. Los glucosinolatos juegan un papel 
importante en la regulación estomática y en tolerancia a sequía (Martínez-Ballesta et al., 
2013). Estos resultados podrían sugerir que Oria 6 muestra una mayor activación de esta 
ruta cuando está injertado en R18T. 

Otro de los procesos enriquecidos en GEDs en Gal 1056 vs Oria 6 estaba relacionado 
con la respuesta a estímulos externos, identificando un número mayor de genes 
sobreexpresados en púas injertadas sobre portainjertos sensibles a sequía (R1S). 
Asimismo, se identificó un enriquecimiento de genes implicados en la biosíntesis, 
percepción y transducción de señales de diferentes fitohormonas (ABA, auxinas, 
citoquininas, giberelinas, brasinoesteroides, etileno, AJ, péptidos señalizadores y 
estrigolactona), que mostraban pequeñas variaciones en los perfiles de expresión de 
ambas comparaciones. El análisis comparativo de plantas Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / 
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R1S mostró un mayor número de GEDs asociados con auxinas, principalmente 
sobreexpresados en Oria 6 / R1S, que codifican TOPLESS (TPL), implicada en la 
represión transcripcional de la vía de las auxinas (Szemenyei et al., 2008). La 
comparativa Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T reveló un enriquecimiento de GEDs 
asociados con giberelinas, principalmente sobreexpresados en Oria 6 / R18T. En cuanto 
a los genes relacionado con ABA, el gen que codifica la xantoxina oxidasa, también 
conocida como xantoxina deshidrogenasa, una enzima implicada en la biosíntesis de 
ABA que cataliza la conversión de la xantoxina en aldehído abscísico, estaba 
sobreexpresado en púas de Gal 1056 y Oria 6 injertadas en portainjertos tolerantes, con 
una mayor acumulación de transcritos en Oria 6 / R18T. En Gal 1056 / R18T se 
identificó sobreexpresión de GEDs que codifican la proteína SDIR1, una ligasa que 
regula positivamente la señalización mediada por ABA en respuesta a estrés (Zhang et 
al., 2007). Estos resultados sugieren una mayor acumulación de transcritos implicados 
en la biosíntesis y señalización mediada por ABA en Gal 1056 / R18T, que podría 
indicar una mayor activación de la regulación asociada con esta hormona. La elevada 
acumulación de transcritos que codifican el componente PP2C en Oria 6 / R1S, podría 
estar asociada a su papel en procesos de tolerancia frente a estrés abiótico, al reprimir la 
señalización mediada por ABA, como se ha descrito previamente.  

El análisis comparativo reveló también un elevado número de GEDs que codifican una 
amplia diversidad de FTs, siendo los más significativos MYB, AP2/ERF, C2H2-ZF, 
PHD, HSF, NAC y WRKY, que juegan un papel clave en señalización frente a estrés 
hídrico (Joshi et al., 2016). Empleando como criterio el tipo de patrón de expresión, los 
GEDs podían agruparse en tres grupos al comparar Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S y 
Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T. Los genes que codifican FTs C2H2-ZF, DREB y 
NAC, se encontraban sobreexpresados en Gal 1056 / R1S y Oria 6 / R18T; mientras que 
AP2/ERF, MYB y WRKY lo estaban en Gal 1056 / R1S y Gal 1056 / R18T, y 
finalmente HSF y PHD en Gal 1056 / R1S. El primer grupo incluía FTs cuya expresión 
génica se veía modulada por la interacción entre mismo tipo de púa/portainjerto. Entre 
ellos, C2H2-ZF, participa en diversos procesos asociados a crecimiento y desarrollo, así 
como en la respuesta a un amplio espectro de estreses abióticos y bióticos (Han et al., 
2020). Los NAC son una gran familia de FTs que también están implicados en una gran 
variedad de procesos biológicos regulando el crecimiento, desarrollo y especialmente la 
tolerancia a estrés abiótico en plantas (Baillo et al., 2019; Hoang et al., 2020). Por 
último, DREB, pertenecen a la familia de factores de transcripción AP2/ERF que están 
implicados en rutas de traducción de señales independientes de ABA que se activan en 
respuesta a sequía, salinidad y estrés por frío (Sakuma et al., 2002). El segundo grupo 
incluía FTs cuya expresión génica se asociaba principalmente al genotipo de la púa, 
aunque ligeramente modulada por el genotipo del portainjerto, como MYB, 
previamente discutido y AP2/ARV, miembro de la gran familia de FTs AP2/ERF, 
reguladores clave en respuestas a estrés hormonal y abiótico (Baillo et al., 2019; Xie et 
al., 2019). El enriquecimiento de GEDs que codifican MYB se observó principalmente 
en acículas de plantas Gal 1056 / R18T. Además, en este segundo grupo, se incluían 
GEDs que codifican WRKY, una gran familia implicada en desarrollo, respuesta a 
estrés (Wan et al., 2018) y tolerancia a sequía (Tripathi et al., 2014), actuando como 
regulares positivos y negativos (Chen et al., 2019). Los otros dos FTs que se detectaron 
principalmente sobreexpresados en Gal 1056 / R1S, PHD y HSF, están involucrados en 
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la regulación del crecimiento y desarrollo, así como en la respuesta a estrés abiótico 
(Sun et al., 2017; Giorno et al., 2010). La identificación de GEDs que codifican C2H2-
ZF, NAC y DREB, FTs implicados en respuesta a estrés hídrico, que se encontraron 
sobreexpresados en Gal 1056 / R1S y Oria 6 / R18T, podría sugerir una activación de 
estos factores asociada con el mismo tipo de comportamiento la de la púa y del genotipo 
del portainjerto en reación a su grado de sensibilidad a sequía.  

El análisis de enriquecimiento funcional de los genes que se expresaron de forma 
diferencial en Gal 1056 frente a Oria 6 injertados en portainjertos tolerantes o sensibles 
a sequía, reveló también un gran número de GEDs asociados con una diversidad de 
procesos que presentaban diferencias más reducidas en sus patrones de expresión. Los 
más significativos estaban asociados con el  componente PAP1/TAC3, que interactúa 
con la subunidad α del núcleo del complejo de la ARN polimerasa (PEP) codificada en 
el cloroplasto para regular su actividad e intervenir en su desarrollo (Yagi et al., 2012). 
Los GEDs que codifican el componente PAP1/TAC3 sólo se detectaron al comparar 
Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S, y principalmente en Oria 6 / R1S. Otros procesos 
enriquecidos en GEDs en Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S estaban relacionados con la 
biosíntesis de proteínas, entre ellos, genes asociados con la biosíntesis de ribosomas, así 
como con la modificación de proteínas, incluyendo GEDs que codifican quinasas 
similares a receptores ricos en leucina (LRR-RLKs) de las subfamilias X y XIII. Las 
LRR-RLKs representan un gran número de quinasas transmembrana que participan en 
el crecimiento, desarrollo y respuestas a estrés en plantas (Gish et al., 2011; Liu et al., 
2017). Por el contrario, los genes que codifican HSP citosólicas de clase C-I sólo se 
identificaron muy sobreexpresados en la comparativa Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / 
R18T. El gen HSPs C-I, con un papel protector frente a estrés, se expresa 
constitutivamente en diferentes especies de vegetales (Jiang et al., 2009; Sun et al., 
2012). Asimismo, el GED que codifica la subunidad pequeña de RuBisCO (rbcS) 
mostró un patrón de expresión similar. RbcS es una proteína fotosintética clave, cuya 
abundancia se ve afectada por la sequía (Khanna-Chopra et al., 2012) dando lugar a una 
reducción significativa de la fotosíntesis (Chaves et al., 2009). Además, genes que 
codifican los componentes de la proteína de unión a clorofila-a/b del fotosistema II 
(LHCb) estaban sobreexpresados en Oria 6 / R18T. Un análisis de QTLs previo de la 
progenie utilizada como portainjertos, reveló la importancia de mantener la integridad 
de la maquinaria fotoquímica en respuesta a sequía en Pinus pinaster, e identificó un 
factor de transcripción MYB asociado significativamente con la eficiencia de captura de 
energía en los centros de reacción del PSII (de Miguel et al., 2014). En este análisis 
también observamos un efecto significativo del portainjerto que conducía a una mayor 
sobreexpresión de GEDs en Gal 1056 / R18T, implicados principalmente en dos 
procesos: la fosforilación oxidativa mitocondrial para la producción de ATP, y la 
biosíntesis de ácidos grasos, especialmente con genes que codifican la acetil-CoA 
carboxilasa del cloroplasto, implicada en la biosíntesis de ácidos grasos insaturados C18 
(AGPI C18). Los AGPI C18 desempeñan múltiples funciones, como componentes de 
las membranas, reservas de carbono y energía, constituyentes de la cutina y la suberina, 
antioxidantes, y precursores de diversas moléculas bioactivas (He et al., 2020a), y 
recientemente se ha demostrado su participación en señalización (Lim et al., 2017).  
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Por último, el metabolismo de poliaminas fue otro de los procesos biológicos modulado
por el genotipo del portainjerto. Se identificaron GEDs que codifican poliaminoxidasas 
citosólicas (PAO1) sobreexpresados en Gal 1056 / R1S. Este resultado indica que las 
púas sensibles (Gal1056) injertadas sobre portainjertos sensibles a sequía (R1S) 
mostraban una mayor acumulación de transcritos que participaban en la degradación de 
poliaminas (PA). Las PA participan en la regulación de diversos procesos fisiológicos, 
así como en la respuesta a diversos estreses abióticos y bióticos (Xu et al., 2014c; 
Mustafavi et al., 2018). Además, se asocian con procesos de regulación del tamaño de 
los canales de potasio y de los poros de la membrana plasmática, participando en el 
control de la pérdida de agua (Liu et al., 2000). La sequía provoca un aumento de los 
niveles de ABA endógeno que promueve un incremento en el nivel de expresión de los 
genes codificantes de PA (Alcázar et al., 2010).

Figura 6.2. Modelo esquemático de los perfiles de expresión de las acículas de los 4 tipos de injertos 
crecidos en condiciones control, observados en los distintos análisis comparativos (≤-1,5 y ≥1,5 
Log2FC; p≤0,05). Los cuadrados verdes representan las fitohormonas. Las flechas indican el análisis 
diferencial, Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T u Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T (azul) y Gal 1056 / R1S 
vs Oria 6 / R1S o Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T (rojo). Los cuadrados pequeños en tonos azules y 
rojos muestran los GEDs identificados en los dos tipos de análisis diferenciales, asociados con respuesta a 
estímulo externo, fitohormonas, FTs y procesos biológicos. Met. = Metabolismo; Mod, = Modificación; 
BS= Biosíntesis; Hom.= Homeostasis.
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En conjunto, el análisis del efecto del portainjerto sobre el transcriptoma de las acículas 
de las púas de los genotipos injertados crecidos en condiciones control, ha revelado 
diversos procesos, como los asociados a metabolismo secundario, que están 
determinados principalmente por el genotipo de la púa, así como el efecto generalizado 
de los portainjertos sobre la expresión génica de las acículas de los genotipos de las 
púas injertadas de Pinus pinaster. 

 

Estudio de los transcriptomas de las acículas de los injertos en respuesta a estrés 
hídrico 

 

Tras haber analizado los patrones de expresión de los injertos en condiciones control, 
procedimos a analizar el efecto del portainjerto sobre el transcriptoma de las acículas de 
las púas de los injertos Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S y Oria 6 / R18T, 
en respuesta a déficit hídrico (Figura 6.3). El análisis comparativo de la expresión 
génica reveló una menor variación en las acículas de las púas sensibles a sequía (Gal 
1056) injertadas sobre portainjertos sensibles frente a tolerantes, frente a la observada 
en acículas de púas tolerantes (Oria 6) injertadas sobre los mismos portainjertos, que es 
contraria a la observada en condiciones control. Asimismo, se identificó un mayor 
número de GEDs en plantas injertadas sobre portainjetos tolerantes, Gal 1056 / R18T y 
Oria 6 / R18T.  

El análisis de enriquecimiento funcional de los GEDs en Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / 
R18T y en Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T, permitió identificar procesos, rutas y genes 
alterados en respuesta a déficit hídrico (Figura 4.12b y c). Se detectaron GEDs 
sobreexpresados asociados con transporte de solutos y biosíntesis de ARN en todos los 
injertos. Además, en Gal 1056 / R18T se detectaron GEDs sobreexpresados asociados 
con el tráfico vesicular y homeostasis de proteínas, este último proceso también 
enriquecido en plantas Oria 6 / R18T. En plantas Gal 1056 / R1S y Oria 6 / R18T, se 
observó un enriquecimiento de GEDs asociados con metabolismo secundario. Por 
último, en Oria 6 / R1S se identificó un enriquecimiento de GEDs asociados con 
organización de la pared celular, acción de fitohormonas y procesamiento de ARN. 

Entre los GEDs implicados en biosíntesis de ARN, aquellos que codifican FTs WRKY, 
C2H2-ZF, NAC y AS2LOB, cuyo papel en la señalización frente a estrés hídrico ya se 
ha descrito previamente (Joshi et al., 2016; Baillo et al., 2019; Han et al., 2020; Hoang 
et al., 2020), estaban sobreexpresados únicamente en Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T. 
Los dominios LOB, de sus siglas en inglés Lateral Organ Boundaries, de la familia de 
genes LBD, juegan un papel fundamental en crecimiento y desarrollo vegetal (Zhang et 
al., 2020a), estando implicados en procesos de resistencia a sequía (Liu et al., 2019). La 
expresión diferencial de estos FTs en acículas de púas de ambos progenitores injertados 
sobre portainjetos tolerantes podría indicar un efecto del portainjertos tolerante en la 
regulación a distancia de la expresión de estos factores cruciales en crecimiento, 
desarrollo y respuesta a sequía, con independencia del genotipo de la púa analizada. En 
Oria 6 / R18T, además de los FTs antes descritos, también se observó un 
enriquecimiento en GEDs asociados a GRAS, bHLH, MYB, ERF, mTERF, NF-YA, 
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MADS/AGL y TIFY. En los últimos años diversos estudios han descrito la 
participación de los FTs GRAS en señalización mediada por giberelinas y JA, desarrollo 
de raíces y meristemos, y respuesta a estímulos luminosos y a otros estreses abióticos y 
bióticos (Bole, 2004). En respuesta a sequía, se ha demostrado que juegan un papel 
fundamental en la modulación positiva de tolerancia a través de la inducción de genes 
específicos de respuesta a estrés (Xu et al., 2015). Los factores de respuesta a etileno 
ERF constituyen una gran familia de FTs que cuentan con un dominio AP2/ERF 
conservado, y desempeñan un papel clave en crecimiento y desarrollo, así como en la 
respuesta a estrés hídrico, entre otros, mediante la regulación positiva de la biosíntesis 
de antocianinas y otros compuestos fenólicos (An et al., 2020), al igual que sucede con 
los factores MYB y bHLH (Allan et al., 2008; Jaakola, 2013). Como se ha descrito 
previamente, los compuestos fenólicos como las antocianinas y los flavonoides 
participan activamente en los mecanismos de respuesta a estrés hídrico mediante la 
eliminación de especies ROS (Agati y Tattini, 2010; Nakabayashi et al., 2014). La 
familia de factores de terminación de la transcripción mitocontrial (mTERF), 
implicados en procesos de desarrollo celular, participan activamente en la respuesta a 
estrés abiótico (Quesada, 2016). Los factores heterotriméricos NF-Y, compuestos, entre 
otras, por la subunidad NF-YA, desempeñan papeles clave en diferentes etapas de la 
simbiosis de nódulos radiculares y micorrizas arbusculares, así como durante la 
interacción de las plantas con microorganismos patógenos y respuesta a estrés hídrico 
(Zanetti et al., 2017). El FT MADS/AGL es un represor de la resistencia a sequía que 
participa en el control de la densidad estomática y la acumulación de ABA en hojas 
(Zhao et al., 2020). Por último, los factores TIFY participan en procesos de regulación 
mediados por JA en respuesta a diversos estreses abióticos como salinidad o sequía 
(Yang et al., 2019). Adicionalmente, en Gal 1056 /R18T se identificaron GEDs que 
codifican los FTs GRF-GIF, bHLH, DOF y HAF/TAF1. Los factores reguladores del 
crecimiento GRF-GIF, controlan procesos de desarrollo en múltiples tejidos y órganos 
en diferentes especies, siendo relevantes en la coordinación del crecimiento en función 
de distintos factores endógenos y condiciones ambientales (Liebsch y Palatnik, 2019). 
La familia de factores DOF, DNA binding with One Finger, participan en el desarrollo 
de semillas, latencia y germinación, desarrollo de la planta y otros procesos de respuesta 
a estímulo luminoso (Ruta et al., 2020). Las proteínas de la familia HAF o proteínas 
TAF1 forman parte del complejo de preiniciación durante el inicio de la transcripción, 
junto con la ARN polimerasa II y un subconjunto de otros factores centrales de la 
transcripción, y desempeñan diversas funciones durante el desarrollo de la planta, 
mediando la respuesta de la misma frente a factores abióticos como estímulos 
luminosos (Fina et al., 2017). 

Por otro lado, se observó un enriquecimiento de GEDs que codifican FTs MYB, bZIP, 
bHLH, YABBY y zf-HD en Gal 1056 / R1S. Como se ha descrito previamente, los 
factores MYB, bZIP, bHLH juegan un papel fundamental en crecimiento y desarrollo, 
así como en la respuesta a diversos estreses abióticos y bióticos (Joshi et al., 2016). Los 
FTs YABBY están implicados en múltiples procesos biológicos, como en 
establecimiento de la polaridad en acículas, en morfogénesis y desarrollo, y en la 
respuesta a fitohormonas y a diversos estreses ambientales (Zhang et al., 2020). Por 
último, los factores zf-HD, juegan un papel fundamental en procesos de desarrollo, en 
respuestas a fitohormonas, como ABA, SA y JA, y a estrés, principalmente a estrés 
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abiótico asociado con sequía y frío (Zhou et al., 2021). En Oria 6 / R1S se detectó un 
enriquecimiento de GEDs que codifican FTs DREB, GARP, BOP, ERF, LIM y una 
RNA polimerasa I-V. El papel de los FTs DREB (Dehydration-responsive element-
binding protein) en respuesta a sequía está relacionado con el mantenimiento de la 
homeostasis REDOX celular mediante la eliminación de especies ROS, la reducción en 
la apertura y densidad de estomas, la modulación de la biosíntesis de metabolitos 
secundarios como la lignina, para controlar la pérdida de agua, y la inducción de la 
expresión de genes de respuesta a estrés (Li et al., 2020). La familia de FTs GARP 
(formada por ARR-B y G2-like) contiene genes que desempeñan funciones muy 
diversas en el desarrollo, transporte, señalización hormonal y respuesta a cambios en la 
disponibilidad de nitrógeno del suelo, y su acción aparece frecuentemente asociada con 
los MYBs (Safi et al., 2017, 2021). Los FTs BOP (Blade-On-Petiole) participan en 
procesos de desarrollo, y en la respuesta de la planta a cambios ambientales a través de 
la interacción con fitocromos, modulando procesos de foto- y termo-morfogénesis 
(Zhang et al., 2017). Finalmente, los FTs LIM actúan como reguladores clave en 
desarrollo mediante la modulación de la transcripción, organización del citoesqueleto y 
regulación de la dinámica de la actina (Arnaud et al., 2007; Hoffmann et al., 2014), 
asimismo, participan activamente en procesos metabólicos y de defensa frente a 
diversos estreses abióticos y bióticos (Srivastava y Verma, 2017). Estos resultados 
parecen indicar que la expresión de FTs relacionados con desarrollo y respuesta a estrés 
en acículas de la planta injertada está afectada por el genotipo del portinjerto utilizado, 
provocando un mayor efecto el portainjerto tolerante, R18T. 

Con respecto a los genes asociados a metabolismo secundario, se detectaron GEDs 
implicados en la biosíntesis de terpenos sobreexpresados en todos los genotipos. 
Adicionalmente, en Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T se identificó un enriquecimiento 
de GEDs implicados en la biosíntesis de flavonoides, cuyo número era mayor en Oria 6 
/ R18T, con genes relacionados con la biosíntesis de antocianinas, chalconas y 
dihidroflavonoides. La acumulación diferencial de metabolitos secundarios como 
terpenos, flavonoides, antocianinas y carotenoides, es un mecanismo de defensa 
fundamental en la respuesta de la planta a estrés hídrico (Kleiber et al., 2017; Hatier y 
Gould, 2008; Agati y Tattini, 2010). Estos resultados refuerzan la hipótesis de que los 
portainjertos tolerantes parecen modular la capacidad de respuesta a sequía de las 
acículas de las púas injertadas en mayor medida que los portainjertos sensibles. 
Además, esta modulación parece estar mediada por la sobreexpresión de FTs implicados 
en el control de la respuesta a estrés, que favorecerían la acumulación de dichos 
metabolitos secundarios. El análisis también mostró GEDs asociados con la biosíntesis 
y señalización mediada por fitohormonas en ambas comparativas (Gal 1056 / R1S vs 
Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T). En la primera comparativa se 
detectaron GEDs asociados con la acción de péptidos de señalización ricos en cisteína 
(CRP) en ambos injertos. Asimismo, en Gal 1056 / R1S se identificaron GEDs 
asociados principalmente con el metabolismo de giberelinas y auxinas, mientras que en 
Gal 1056 / R18T con genes implicados en la biosíntesis de citoquinas. En la segunda 
comparativa, se observaron GEDs asociados con señalización mediada por 
estringolactonas en ambos injertos. Asimismo, en Oria 6 / R1S se identificaron GEDs 
asociados con percepción y traducción de señales mediadas por citoquinas y etileno, 
mientras que Oria 6 / R18T mostraba un enriquecimiento de GEDs implicados en la 
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biosíntesis de ABA. En Oria 6 / R18T también se detectaron GEDs que codifican 
transportadores de membrana de ABA, NRT1/PTR (Jarzyniak y Jasiński, 2014). Estos 
resultados podrían indicar el efecto del portainjerto en el metabolismo y acción de estas 
fitohormonas en acículas de púas sensibles y tolerantes a sequía en respuesta a estrés 
hídrico. Diversos estudios han demostrado el papel de los péptidos de señalización CRP 
en múltiples funciones como desarrollo y respuesta a diversos estreses bióticos y 
abióticos, entre otros, mediante la regulación de los mecanismos de apertura estomática 
(Ostrowski y Stanislaw, 2015; Srivastava et al., 2021). Las auxinas están implicadas en 
división, elongación y diferenciación celular, y desempeñan un papel clave en la 
regulación del crecimiento en respuesta a estrés (Korver et al., 2018). Asimismo, las 
giberelinas juegan un papel clave en regulación del crecimiento y la adaptación a estrés 
en especies forestales (Zawaski y Busov, 2014). Las citoquinas están implicadas en la 
división celular y la fotosíntesis, así como en la respuesta de la planta a sequía 
(Novakova et al., 2007), contrarrestando procesos inducidos por ABA en respuesta a 
estrés hídrico, como la regulación del cierre estomático (Cowan et al., 2005; Novakova 
et al., 2007). Como ya se ha descrito anteriormente, la hormona endógena ABA además 
de ser uno de los reguladores clave en la respuesta de la planta al estrés hídrico, es 
crítica en otras numerosas funciones como germinación y desarrollo (Kumar et al., 
2019). Con respecto a los genes asociados al transporte de solutos, se identificaron 
GEDs sobreexpresados en todos los injertos analizados, con una sobreexpresión más 
acusada en Gal 1056 / R1S. Entre ellos, destacaban los GEDs que codifican 
transportadores de prolina, aniones y cationes, monosacáridos y metales, así como 
transportadores de fitohormonas. Cabe destaca el transportador de aminoácidos UnamiT 
que se ha demostrado que participa en la inducción de fenotipos de estrés y resistencia a 
factores abióticos a través de rutas dependientes de SA (Besnard et al., 2021). El gen 
que codifica este transportador también estaba sobreexpresado en Oria 6 / R1S. 
Conjuntamente, se detectaron GEDs que codifican transportadores ERD6, early-
responsive to dehydration, que, como se describió en el apartado anterior, se inducen 
tras procesos de deshidratación y en respuesta a otros estreses abióticos (Büttner, 2007), 
así como transportadores ZIP, que participan en la captación celular del Zn, y su tráfico 
intracelular (Krishna et al., 2020). Los transportadores ZIP se localizan en tejidos 
específicos y participan activamente en el mantenimiento de la homeostasis de Zn y en 
la adaptación a suelos con diferentes contenidos de nutrientes (Tiong et al., 2015). Por 
último, se detectó un enriquecimiento en GEDs asociados con procesos de organización 
de la pared celular en acículas de plantas injertadas sobre portainjertos sensibles, mayor 
en Oria 6 / R1S que en Gal 1056 / R1S.  

En Oria 6 / R1S se identificaron GEDs sobreexpresados implicados en metabolismo de 
pectinas, como los que codifican la β-D-xilosidasa (BXL), que participa en el 
engrosamiento de la pared secundaria (Arsovski et al., 2009), y la proteína AGP β-1,3-
galactosiltransferasa (AGP), que, como se describió previamente, está implicada en 
crecimiento y desarrollo vegetativo (Amos y Mohnen, 2019). En Oria 6 / R1S también 
se detectaron GEDs implicados en el metabolismos de celulosas y hemicelulosas, como 
la endo-β-1,4-mananasa y la O-acetiltransferasa, y genes implicados en germinación de 
semillas, estructura y desarrollo a través de la modificación de las paredes celulares 
(Yuan et al., 2006), así como genes que codifican la proteína cutina sintasa implicada, 
entre otras funciones, en protección frente a la pérdida de agua y resistencia frente a 
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diversos estreses bióticos y abióticos (Serrano et al., 2014). En Gal 1056 /R1S se 
detectó un GED sobreexpresado que codifica un exportador de lípidos implicado en el 
metabolismo de cutina y suberina, más concretamente.

Figura 6.3. Modelo esquemático de los perfiles de expresión diferencial observado al comparar los 
transcriptomas de las acículas de las púas de Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T y de Oria 6 / R1S 
vs Oria 6 / R18T en respuesta a estrés hídrico (≤-1,5 y ≥1,5 Log2FC; p≤0,05). Los cuadrados verdes,
amarillos y rojos señalan fitohormonas, FTs y procesos biológicos, respectivamente. Cada círculo 
representa un GED asociado con respuesta a estímulo externo, fitohormonas, FTs y procesos. Antocian= 
Antocianinas; Dihidroflavon. = Dihidroflavonoides; Met. = Metabolismo; Hom.= Homeostasis.

Estos resultados ponen de manifiesto que el uso de portainjertos tolerantes o sensibles a 
sequía puede alterar la expresión génica de la respuesta a estrés hídrico de las acículas 
de púas sensibles (Gal 1056) y tolerantes (Oria 6). En análisis comparativo de las púas
injertadas sobre portainjertos tolerantes, Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T, se observó 
una sobreexpresión de GEDs asociados con el metabolismo secundario, y más 
concretamente con la biosíntesis de flavonoides. En plantas injertadas sobre 
portainjertos sensibles se detectó un enriquecimiento de GEDs asociados con el 
transporte de solutos en Gal 1056 / R1S, y con la organización de la pared celular en 
Oria 6 / R1S. Estas variaciones sugieren que los portainjertos sensibles y tolerantes a 
sequía difieren en el efecto sobre la funcionalidad de las púas Gal 1056 y Oria 6, en 
respuesta a déficit hídrico.

Por otro lado, la comparación entre los dos tipos de púas injertadas sobre portainjertos 
sensibles (Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S) o tolerantes a sequía (Gal 1056 / R18T vs 
Oria 6 / R18T), sometidos a déficit hídrico, también proporcionó información sobre 
procesos, rutas y genes enriquecidos diferencialmente en acículas de púas de Gal 1056 y 
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Oria 6, mostrando patrones de expresión afectados por el genotipo del portainjerto 
(Figura 6.4). Se detectó un número similar de GEDs en ambas comparativas, con un 
enriquecimiento algo mayor en las acículas de los injertos del progenitor sensible, Gal 
1056 / R1S y Gal 1056 / R18T.  

El análisis de enriquecimiento funcional llevado a cabo en la comparativa de las 
acículas de las púas injertadas sobre portainjertos sensibles permitió identificar, en 
ambos progenitores, GEDs implicados en el transporte de solutos y biosíntesis de ARN. 
Además, en Gal 1056 / R1S se encontraban sobreexpresados numerosos genes 
implicados en metabolismo secundario y organización de la pared celular. Las acículas 
de Oria 6 / R1S mostraban enriquecimiento en GEDs sobreexpresados asociados con 
homeostasis de proteínas (Figura 4.17b). El análisis de las púas injertadas sobre 
portainjertos tolerantes también permitió identificar enriquecimiento de GEDs asociados 
con transporte de solutos y biosíntesis de ARN, no sólo en Gal 1056 sino también en 
Oria 6. Además, en Gal 1056 / R18T se detectaron GEDs sobreexpresados implicados 
en organización de la pared celular, mientras que en Oria 6 / R18T lo estaban en 
metabolismo secundario y homeostasis de proteínas (Figura 4.17c).  

Entre los GEDs asociados a biosíntesis de ARN en Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S, se 
detectaron FTs sobreexpresados en ambos genotipos, como AS2/LOB, C2H2-ZF, 
DREB, NAC, MADS/AGL y WRKY, ya descritos previamente. Por otro lado, se 
detectaron GEDs sobreexpresados en injertos Oria 6 / R1S que codifican FTs GARP, 
mTERF, TCP y ULT; mientras que en Gal 1056 / R1S se identificó sobreexpresión de 
GEDs AP2/ERF, bHLH, ERF, MYB, NF-YA, NF-YB, TIFY y WOX. El papel de 
mTERF, AP2/ERF, bHLH, ERF, TIFY, NF-YA y MYB en la modulación de los 
mecanismos de respuesta a sequía, ya se ha revisado previamente (Bole, 2004; Joshi et 
al., 2016; Quesada, 2016; Zanetti et al., 2017; Yang et al., 2019; An et al., 2020). 
GARP, junto con MYB, participan en mecanismos de tolerancia a estrés abiótico 
mediante la acumulación de osmoprotectores en plantas leñosas (Sun et al., 2018). TCP 
está implicado en respuestas a estrés abiótico, respuestas a fitohormonas y regulación 
del crecimiento y desarrollo (Ling et al., 2020). Los factores ricos en cisteína 
ULTRAPETALA, ULT, participan en el control del desarrollo, regulación de la 
organización de la cromatina, modulación mediada por fitohormonas, principalmente 
auxina, metiljasmonato y SA, y metabolismo de carotenoides (Ashraf et al., 2015). Ya 
se ha descrito el papel de los factores heterotriméricos NF-Y en respuesta de la planta a 
cambios en el ambiente. Entre otros, se ha descrito la participación de las subunidades 
NF-YB en el desarrollo de las raíces primarias y laterales y en la respuesta a la 
limitación de agua y nutrientes (Zanetti et al., 2017). Finalmente, los factores WOX, 
WUSCHEL-related homeobox, están implicados en procesos de desarrollo, crecimiento 
y respuesta a estrés abiótico (Wang et al., 2018). Estos resultados sugieren un efecto del 
genotipo de la púa injertada en portainjertos sensibles, R1S, en injertos sometidos a 
estrés hídrico que afectan la expresión de FTs relacionados con desarrollo, crecimiento 
y respuesta a estreses abióticos, y en particular a sequía. Esta influencia parece ser 
mayor en el caso del análisis de las acículas de las púas del progenitor sensible a sequía, 
Gal 1056.  

 



 165 MEMORIA GENERAL 

El análisis funcional de la comparativa Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T, reveló GEDs 
asociados a la biosíntesis de ARN que codifican los TFs AS2/LOB, C2H2-ZF, ERF, 
GRAS, WRKY y NAC en ambos genotipos; mientras que GEDs DOF, DREB, GATA, 
HD-ZIP I/II, TCP y una RNA polimerasa I-V estaban sobreexpresados en Gal 1056 / 
R18T, frente a BBX-CO, bHLH, TIFY, MADS/AGL, MYB y mTERF sobreexpresados 
en Oria / R18T. Además de los FT previamente descritos, las proteínas BBX son FTs 
clave en las redes de regulación que controlan procesos de crecimiento y desarrollo que 
incluyen fotomorfogénesis, regulación fotoperiódica de la floración y respuesta estrés 
biótico y abiótico (Gangappa y Botto, 2014). Los FT HD-ZIP, Homeodomain Leucine 
Zipper, promueven la tolerancia a sequía induciendo la acumulación de ABA, el cierre 
estomático y la detoxificación de ROS (Yao et al., 2021). Estos resultados sugieren, de 
nuevo, un efecto del genotipo de la púa injertada, en este caso, en portainjertos 
tolerantes, R18T, sometidos a estrés hídrico, en el control de  la expresión de FTs que 
están implicados en la respuesta a sequía. Cabe destacar la sobreexpresión de genes que 
codifican para los factores GRAS, DREB y NAC, cuyo papel en respuesta a estrés 
hídrico ya ha sido descrita en coníferas (Abarca et al., 2014; Zhu et al., 2021; Pascual et 
al., 2015). 

Entre los GEDs asociados con metabolismo secundario, se observó un enriquecimiento 
de genes implicados en la biosíntesis de flavonoles en ambos progenitores en la 
comparativa Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S, mientras que el resto de genes asociados 
con la biosíntesis de flavonoides, y principalmente de antocianinas, chalconas y 
dihidroflavonoides, así como de otros metabolitos secundarios como terpenos y p-
coumaroil-CoA, estaban únicamente sobreexpresados en el genotipo sensible, Gal 1056 
/ R1S. Sin embrago, en la comparativa Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T, sólo se 
detectaron GEDs implicados en la biosíntesis de p-coumaroil-CoA en Gal 1056 / R18T, 
mientras que en Oria 6 / R18T se detectaron genes asociados a la biosíntesis de 
flavonoides, principalmente de antocianinas, y de terpenos. Los mayores cambios en los 
patrones transcriptómicos de genes asociados a metabolismo secundario se observaron 
en plantas Gal 1056 / R1S y Oria 6 / R18T, resultados similares a los observados 
previamente al analizar el efecto del portainjerto en las comparativas Gal 1056 / R1S vs 
Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R1S vs Oria 6 / R18T. Este resultado parece indicar una 
mayor activación de estas vías en injertos que combinan genotipos con un mismo tipo 
de respuesta a sequía, es decir, púas sensibles, Gal 1056, injertadas sobre portainjertos 
sensibles, R1S, y púas tolerantes, Oria 6, injertadas sobre portainjertos tolerantes, R18T.  

Asimismo, se identificó un número relevante de GEDs implicados en la biosíntesis, 
percepción y traducción de señales de diferentes fitohormonas, ABA, auxinas, 
giberelinas, brasinoesteroides, etileno, JA y péptidos señalizadores, que mostraban 
pequeñas variaciones en los perfiles de expresión en ambas comparativas. El análisis de 
plantas Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S mostró un mayor número de GEDs 
sobreexpresados, principalmente asociados con la biosíntesis de ABA y giberelinas, y 
con la señalización mediada por brasinosteroides en Gal 1056 / R1S. También los 
injertos Gal 1056 / R1S mostraron un enriquecimiento en GEDs sobreexpresados 
asociados principalmente con proteínas neoxantinas implicadas en la biosíntesis de 
ABA bajo condiciones de estrés hídrico (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013), también 
con proteínas TTL, Tetratricopeptide Thioredoxin-Like, que funcionan como proteínas 
de andamiaje al reunir componentes de señalización de BR de la membrana plasmática 
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y del citoplasma (Amorim-Silva et al., 2019); y con ácido ent-kaurenoico oxidasa 
(KAO), una clase de citocromo P450 monooxigenasa que cataliza la conversión del 
ácido ent-kaurenoico (KA) en giberelina (GA), desempeñando un papel importante en la 
determinación de la concentración de GA durante el desarrollo (Regnault et al., 2014). 
Por otro lado, en los injertos Oria 6 / R1S se identificaron GEDs sobreexpresados 
asociados con la biosíntesis de JA y a la percepción y transducción de señales mediadas 
por etileno, giberelinas y péptidos de señalización. Se observó un notable efecto del 
portainjerto en Oria 6 / R1S, principalmente asociado con genes que codifican proteínas 
traductoras de señales EIN3, una familia de FTs que regulan la expresión de genes 
sensibles a etileno que interactúan con miembros de las familias AP2/ERF, WRKY y 
NAC en respuesta a diversos estreses abióticos (Dolgikh et al., 2019). También se 
observó en estos injertos un enriquecimiento de GEDs que codifican péptidos de 
señalización GASA, ricos en cisteína, implicados en respuesta a estrés.  

El análisis funcional de la comparativa Gal 1056 / R18T vs Oria 6 / R18T reveló un 
enriquecimiento de GEDs en ambos tipos de injerto. Asi, en Gal 1056 / R18T se 
identificaron GEDs que codifican la enzima YUCCA, una flavina monoxigenasa (FMO) 
que cataliza la hidroxilación del grupo amino de la triptamina durante la biosíntesis de 
auxinas (Kendrew, 2001); y genes que codifican acyl-CoA thioesterasas implicadas en 
la biosíntesis del JA (Li et al., 2005). Mientras, en los injertos Oria 6 / R18T se observó 
un enriquecimiento de GEDs asociados con proteínas oxofitodienoato reductasa (OPR), 
un enzima clave en la biosíntesis del JA que participa en la respuesta a diversos estreses 
(Xin et al., 2017); con factores implicados en señalización mediada por 
brasinosteroides, como receptores quinasa BAK (Jia et al., 2002) y con proteínas 
BES/BZR, BRI1-EMS suppressor/brassinazole-resistant (Cui et al., 2019) implicadas 
en respuesta a estrés hídrico. 

El transcriptoma de otros procesos también varió según el injerto analizado. En la 
comparativa Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S se identificó un gran número de GEDs 
asociados con la organización de la pared celular, con un enriquecimiento muy acusado 
de genes en plantas Gal 1056 / R1S. En las acículas de este injerto se detectaron GEDs 
que codifican expansinas, proteínas de la pared celular que permiten el deslizamiento 
local de polímeros reduciendo la adhesión entre los polisacáridos adyacentes a la pared, 
participando en múltiples procesos de desarrollo al desempeñar un papel fundamental 
en la remodelación de la pared celular tras la citocinesis, (Marowa et al., 2016); AGP β-
1,3-galactosiltransferasa (AGP) (Amos y Mohnen, 2019); proteínas reguladoras COB 
implicadas en la biosíntesis de celulosa y la remodelación de la pared celular (Li et al., 
2019a); proteínas del complejo ECERIFERUM1 y 3 (CER1/CER3) implicadas en la 
biosíntesis de ceras cuticulares mediante la conversión de acil-Coenzima A a alcanos, 
con una estricta especificidad de sustrato para los compuestos que contienen más de 29 
carbonos (Pascal et al., 2019); galacturonosiltransferasas y xilosiltransferasas (IRX14), 
implicadas en la biosíntesis de hemicelulosa (Pauly et al., 2013); caffeoyl-CoA 3-O-
metiltransferasas (CCoA-OMT) implicados en la biosíntesis de lignina mediante la 
formación de las subunidades totales de guayacol y de siringil (Guo et al., 2001); y 
proteínas implicadas en la modificación de pectinas como pectato liasas y 
poligalacturonasas, que participan activamente en desarrollo, crecimiento y protección 
frente a diversos estreses (Xiao et al., 2014; Uluisika y Seymourb, 2020). En la 
comparativa entre púas, Gal 1056 vs Oria 6, injertadas sobre portainjertos tolerantes, 
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R18T, se detectaron GEDs implicados en la organización de la pared celular en ambos 
genotipos, con una mayor acumulación de genes en plantas Gal 1056 / R18T. En estas 
plantas también se detectaron genes que codifican proteínas AGP, así como genes 
implicados en la modificación y degradación de pectinas como pectato liasas, 
poligalacturonasas y β-D-xilosidasa (BXL); en la biosíntesis de ligninas como cafeoil-
CoA 3-O-metiltransferasas; en la biosíntesis de cutinas como lisofosfolipasas (BDG), 
implicadas además en diversos mecanismos de respuesta a estrés (Miao et al., 2019); en 
el metabolismos de celulosas y hemicelulosas como celulosas sintasas y endo-β-1,4-
mananasas. En plantas Oria 6 / R18T se detectaron GEDs que estaban principalmente 
asociados con la degradación y modificación de pectinas y a la biosíntesis de cutinas. 
Estos resultados, junto con los descritos en las comparativas previas entre injertos 
sometidos a déficit hídrico, ponen en manifiesto la influencia de la púa Gal 1056 en la 
expresión de genes relacionados con la modificación, organización y remodelación de 
las paredes celulares, siendo el efecto mayor en púas injertadas sobre portainjertos 
sensibles, R1S.  

El estudio comparativo también permitió detectar un enriquecimiento funcional de 
genes implicados en procesos de reorganización de la cromatina en Gal 1056 / R1S, con 
GEDs que codifican proteínas H2A, H3 y H4, asociadas con la modificación de la 
cromatina en procesos de desarrollo y respuesta a estrés, como por ejemplo estrés 
osmótico (Sura et al., 2019; Kim et al., 2012; Xin et al., 2020). Además, en este tipo de 
injerto se detectaron GEDs implicados en el metabolismo de coenzimas, con genes 
asociados con la biosíntesis de pantotenato a partir de β-alaninas, como la pantoato:β-
alanina ligasa, que participa en mecanismos de protección contra temperaturas 
extremas, hipoxia, sequía y algunos estreses bióticos (Parthasarathy et al., 2019); con la 
biosíntesis del cluster FeS, a través del sistema de ensamblaje citosólico de grupos de 
hierro y azufre (CIA), fundamentales en procesos de desarrollo (Sharma et al., 2010; 
Balk y Pilon, 2011); y con la biosíntesis de NAD/NADP a través de NAD quinasas y 
adenililtransferasas, que intervienen en desarrollo y tolerancia a estrés (Hashida et al., 
2009). También se detectaron GEDs que codifican S-adenosil metionina sintetasas 
implicadas en el ciclo de la S-adenosil metionina (SAM) que interviene en la respuesta 
frente a estrés biótico y abiótico (Mäkinen y De, 2019); p-coumarato: CoA ligasas 
implicadas en la biosíntesis de prenilquinonas, que participan en la biosíntesis de 
metabolitos secundarios como monolignoles y flavonoides en coníferas (Wagner et al., 
2013); nudux hidrolasas implicadas en la biosíntesis del tetrahidrofolato (Kraszewska, 
2008); y la proteína Thi4 implicada en la biosíntesis de tiazoles (Sun et al., 2019). 

En cuanto a los GEDs asociados a respuesta a estímulo externo, al analizar ambas 
comparativas se observó un enriquecimiento de genes en plantas Oria 6 injertadas sobre 
portainjertos sensibles y tolerantes, siendo en plantas Oria 6 / R1S donde se detectaron 
los mayores niveles de expresión. Entre los GEDs identificados la mayoría codifican 
proteínas receptoras ricas en repeticiones de leucina, NLR, implicadas en procesos de 
respuesta a estrés abiótico mediante la inducción de resistencia (Ngou et al., 2020). 
También cabe destacar el enriquecimiento de GEDs asociados con respiración celular 
en muestras Gal 1056 / R18T, con genes implicados en fosforilación oxidativa que 
codifican proteínas de los complejos ATP sintasa, citocromo c oxidasa y citocromo c 
reductasa, y en el ciclo de ácidos tricarboxílicos, con proteínas asociadas principalmente 
al complejo sucinato deshidrogenasa. Estos resultados coinciden con los descritos 
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previamente en muestras control, que también revelaron un enriquecimiento de GEDs 
sobreexpresados asociados con respiración celular en muestras Gal 1056 / R18T, que 
parece sugerir el marcado efecto de este proceso en en estos injertos con independencia 
del tratamiento hídrico al que han sido sometidos. 

 

 

Figura 6.4. Modelo esquemático de los perfiles de expresión diferencial observado al comparar los 
transcriptomas de las acículas de las púas de Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S y de Gal 1056 / R18T 
vs Oria 6 / R18T sometifas a estrés hídrico (≤-1,5 y ≥1,5 Log2FC; p≤0,05). Los cuadrados verdes, 
amarillos y rojos señalan fitohormonas, FTs y procesos biológicos. Cada círculo representa un GED 
asociado con respuesta a estímulo externo, fitohormonas, FTs y procesos.  

 

 

Por último, se observó enriquecimiento de GEDs implicados en el transporte de solutos 
en los cuatro injertos, aunque de manera más significativa en plantas Gal 1056, y 
principalmente en Gal 1056 / R1S. En todos los injertos se identificaron genes 
sobreexpresados que codifican proteínas transportadoras de ABA, NRT1/PTR 
(Jarzyniak y Jasiński, 2014), proteínas UmamiT y ZIP (Besnard et al., 2021; Tiong et 
al., 2015), y proteínas SWEET, Sugars Will Eventually be Exported Transporters, que 
median la translocación de azúcares a través de la membrana celular, y participan en 
respuesta a diversos estreses (Jeena et al., 2019). También se observó un 
enriquecimiento de GEDs asociados principalmente con organización de la pared 
celular, modificación de la cromatina, y transporte de solutos en púas Gal 1056 y con 
respuesta a estímulo externo en púas de Oria 6, con independencia del portainjerto sobre 
el que estaban injertadas.  



 169 MEMORIA GENERAL 

 

En un tercer análisis, y con el fin de determinar cómo afectaba el régimen hídrico al 
perfil transcriptómico en cada uno de los genotipos analizados, se llevó a cabo el 
estudio comparativo de los perfiles transcriptómicos de de injertos control frente a los 
mismos injertos sometidos a estrés hídrico. El análisis de enriquecimiento funcional 
reveló que las mayores diferencias se detectaban en los genotipos Gal 1056 / R18T y 
Oria 6 / R18T, enriquecidos en GEDs implicados en la acción de fitohormonas, 
homeostasis de proteínas, transporte de solutos, biosíntesis de ARN, y metabolismo 
secundario. Además, en Gal 1056 / R18T se detectó un enriquecimiento de GEDs 
asociados con homeostasis REDOX y con metabolismo de carbohidratos, mientras que 
en Oria 6 / R18T se observó un enriquecimiento de GEDs implicados en metabolismo 
de aminoácidos, organización de la pared celular y respuesta a estímulo externo. 
Aunque con un menor número de GEDs, en Gal 1056 / R1S se observó enriquecimiento 
de GEDs asociados con la acción de fitohormonas, transporte de solutos y homeostasis 
de proteínas, mientras que la biosíntesis de ARN fue el proceso biológico con mayor 
enriquecimiento de GEDs en Oria 6 / R1S.  

Entre los GEDs asociados con la acción de fitohomonas, en Gal 1056 / R1S se 
detectaron genes que codifican el componente PYR/PYL del receptor de ABA; también 
citoquininas deshidrogenasas, implicadas en la conjugación y degradación de 
citoquinas; proteínas de respuesta a etileno, EIN3; y proteínas implicadas en la 
modificación, degradación y señalización mediada por giberelinas, como giberelinas 
oxidasas. En Gal 1056 / R18T se observó un enriquecimiento de GEDs asociados con la 
acción de fitohormonas en plantas sometidas a déficit hídrico, implicados 
principalmente en la señalización mediada por ABA, brasinosteroides, citoquinas, 
etileno y péptidos de señalización que, como se ha descrito previamente, partipan en la 
regulación de la respuesta a estrés abiótico. En Oria 6 / R1S se identificó un único GED 
asociado con la acción de fitohormonas en injertos control, que codifica una hormona 
peptídica de señalización, NCRP, implicada en desarrollo, mantenimiento de 
meristemos, desarrollo vascular, germinación y control del crecimiento en respuesta a 
señales ambientales (Hirakawa et al., 2019). Por el contrario, en Oria 6 / R18T se 
observó un enriquecimiento de GEDs en injertos sometidos a sequía, que codifican 
proteínas implicadas en la biosíntesis de auxinas, como triptofano aminotransferasa; así 
como en la conjugación y degradación de citoquinas, como citoquina deshidrogenasa; y 
péptidos de señalización ricos en cisteínas de tipos GASA y RALF. Estos resultados 
sugieren que el genotipo del portainjerto modula los mecanismos de respuesta a déficit 
hídrico mediados por fitohormonas. 

Un estudio más detallado de los GEDs implicados en el transporte de solutos reveló que 
las diferencias más significativas se observaron en Gal 1056 / R1S, con una 
acumulación mayor de genes en injertos control, que codifican, entre otros, proteínas 
NRT1/ PTR, SWEET, y ZIP. Cabe destacar que, en todas las púas injertadas sobre 
portainjertos tolerantes, R18T, se identificaron proteínas transportadoras UmamiT, que, 
como se ha descrito previamente, participan en respuesta a estrés abiótico a través de 
rutas dependientes de AS (Besnard et al., 2021). En cuanto a los GEDs asociados con la 
homeostasis de proteínas, se detectadon enriquecidos principalmente en injertos Gal 
1056 / R1S y Gal 1056 / R18T sometidos a sequía, y en injertos Oria 6 / R1S y Oria 6 / 
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R18T control, con genes que codifican proteínas implicadas en autofagia, chaperonas, 
peptidasas y componentes del complejo ubiquitin-proteosoma. Estos resultados sugieren 
que el genotipo de la púa tiene una gran influencia en los mecanismos homeostáticos 
implicados en respuesta a sequía del injerto.  

El análisis comparativo de los perfiles transcriptómicos asociado a FTs reveló un 
enriquecimiento en púas injertadas sobre portainjertos sensibles sometidos a sequía, 
mientras que la mayoría de los GEDs observados en púas injertadas sobre portainjertos 
tolerantes se detectaban en condiciones control. Estos resultados pasugieren un efecto 
del portainjerto tolerante en la inducción de la expresión de FTs implicados en respuesta 
a estrés hídrico en acículas de púas Gal 1056 y Oria 6 en condiciones control, resultado 
que coincide con la hipótesis establecida a partir de los resultados del capítulo anterior, 
que podría sugerir que los portainjertos tolerantes modularían la expresión de genes que 
codifican FTs “preadaptando” las púas injertadas sobre ellos a eventos de estrés hídrico. 
En Gal 1056 / R1S se detectaron GEDs que codifican bHLH, bZIP, C2H2-ZF, ERF, 
DREB, WRKY, mTERF, BBX-DBB y GRF-GIF en injertos sometidos a sequía; 
mientras que en injertos control codifican MYB, NF-YC, C3H-ZF y NAC. En plantas 
Gal 1056 / R18T se detectaron DREB, ERF, MYB y NAC en ambos regímenes 
hídricos, mientras que en injertos control se detectaron también otra plétora de FTs 
como bHLH, bZIP, C2H2-ZF, DOF, HSF, TCP, GRF-GIF, HD-ZIP I/II y RAV, todos 
ellos descritos como FT implicados en respuesta estrés. En injertos Oria 6 / R1S se 
detectaron BBX-CO, JUMONJI, MADS/AGL y WRKY en condiciones control, 
mientras que bHLH, GRAS, HSF, mTERF, MYB, NAC, TIFY, YABBY y zf-HD en 
injertos sometidos a sequía. Por último, en plantas Oria 6 / R18T se detectaron factores 
NAC, MYB, WRKY tanto en condiciones control como sometidas a sequía, mientras 
que en plantas control se identificaron adicionalmente factores AS2/LOB, TIFY, ULT, 
ERF, DREB, AP2/RAV, BBX-ZP I/II y BBX-DBB. Los FTs JUMONJI participan en 
regulación de la expresión génica, mediante la modulación de procesos de 
reprogramación y control epigenético (Chen et al., 2011).  

También se detectó expresión diferencial de genes implicados en organización de la 
pared celular entre injertos sometidos a ambos tratamientos hídricos, más enriquecidos 
en plantas Oria 6 / R18T, y en todos los casos, con un mayor número de GEDs en 
plantas sometidas a estrés hídrico. En el caso de plantas Gal 1056 / R1S sometidas a 
sequía se identificaron GEDs que codifican proteínas del complejo CER1-CER3, que 
como ya se ha descrito, participan en procesos de formación de cutinas; proteínas 
expansinas; una proteína implicada en la exportación de esporopolenina, componente de 
la pared exterior de esporas y granos de polen, que participa en procesos de protección 
frente a múltiples agresiones ambientales (Li et al., 2019); y proteínas BXL y CFL, 
implicadas en el metabolismo de cutinas, en plantas control. En plantas Gal 1056 / 
R18T, la mayoría de GEDs detectados, tanto en condiciones control como en injertos 
sometidos a déficit hídrico, estaban relacionados con el metabolismo de pectinas; y con 
la proteína de la pared celular AGP en injertos sometidos a sequía. En Oria 6 / R1S, se 
detectaron GEDs que codifican proteínas D-arabinosa-5-fosfato isomerasa implicadas 
en la biosíntesis de pectinas (Harholt et al., 2010); proteínas AGP; y proteínas 
glucuronoxilano 4-O-metiltransferasa implicadas en el metabolismo de hemicelulosas 
en los injertos sometidos a sequía, mientras que codifican proteínas pectato liasas 
implicadas en la modificación y degradación de pectinas en plantas control. Finalmente, 
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en Oria 6 / R18T los GEDs identificados en injertos sometidos a sequía estaban 
implicados en la biosíntesis de lignina, como las proteínas CCoA-OMT; en la 
modificación y degradación de pectinas, como pectato liasas y pectinas metilesterasas; y 
proteínas implicadas en el metabolismo de celulosas y hemicelulosas, como proteínas 
del complejo celulosa sintasa y galacturonosiltransferasas; mientras que en injertos 
control estaban implicados, principalmente, en la modificación y degradación de 
hemicelulosas, como las proteínas O-acetiltransferasas y expansinas.  

Asimismo, se detectó un enriquecimiento de GEDs implicados en metabolismo primario 
en púas injertadas sobre portainjertos tolerantes, en plantas Gal 1056 / R18T control y 
Oria 6 / R18T sometidas a sequía, con genes asociados con el metabolismo de 
carbohidratos y aminoácidos, respectivamente. En plantas Gal 1056 / R18T control, se 
observó un enriquecimiento de GEDs principalmente asociados con el metabolismo de 
oligosacáridos, como la galactinol sintasa; con la fermentación alcohólica, como la 
alcohol deshidrogenasa; y con el metabolismo del almidón, como reguladores diquinasa 
ESV1. Distintos estudios han mostrado que los niveles de carbohidratos como la 
glucosa, fructosa y oligosacáridos de la familia de la rafinosa aumentan en plantas 
sometidas a condiciones de deshidratación (Fàbregas y Fernie, 2019), y que la proteína 
galactinol sintasa juega un papel fundamental en la acumulación de osmoprotectores 
como el galactinol y la rafinosa en condiciones de estrés abiótico induciendo tolerancia 
a sequía (Taji et al., 2002). También se ha demostrado el papel que juega la alcohol 
deshidrogenasa en resistencia frente a diversos estreses abióticos y bióticos mediante el 
aumento de la sensibilidad a ABA (Shi et al., 2017). Asimismo, el metabolismo del 
almidón se ve alterado en respuesta al estrés abiótico, participando en procesos de 
control estómatico mediante la regulación del intercambio de agua y CO2 con el 
ambiente (Thalmann y Santelia, 2017). Estos resultados apoyan la hipótesis de que 
portainjertos tolerantes podrían inducir un estado de preadaptación a sequía en púas Gal 
1056. En plantas Oria 6 / R18T sometidas a sequía, se detectaron GEDs implicados en 
el metabolismo de aminoácidos, principalmente asociados a procesos de biosíntesis de 
metioninas, histidinas, isoleucinas, fenilalanina y tirosinas, y en la degradación de 
aminoácidos aromáticos. Diversos análisis metabólicos han revelado que en plantas 
sometidas a sequía se producen variaciones significativas en los niveles de aminoácidos 
y azúcares solubles para contribuir a la disminución del potencial osmótico (Aranjuelo 
et al., 2011). 

En plantas Oria 6 / R18T sometidas a sequía, se observó una acumulación de GEDs 
asociados con el metabolismo de poliaminas, implicados en la biosíntesis de 
espermidina y putrescina, que codifican S-adenosil metionina descarboxilasa y ornitina 
descarboxilasa, respectivamente. Como ya se ha descrito previamente, las poliaminas 
participan en la respuesta a múltiples estreses abióticos y bióticos (Xu et al., 2014c; 
Mustafavi et al., 2018), y se acumulan en condiciones de déficit hídrico como 
consecuencia del aumento de los niveles de ABA endógeno (Alcázar et al., 2010). 
También en injertos Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T, se identificó un incremento de 
GEDs asociados con la respuesta a estímulo externo, principalmente asociados con 
respuesta a patógenos, tanto en plantas control como en injertos sometidos a déficit 
hídrico, que fue mayor en plantas Oria 6 / R18T sometidas a sequía. En Gal 1056 / 
R18T se detectó un incremento de GEDs que codifican defensinas y componentes 
EDS1 en plantas sometidas a sequía, así como de proteínas receptoras NLR y un 
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componente del complejo proteico G heterotrimérico no canónico, AGG 1 AGG2, en 
injertos control. En el caso de Oria 6 / R18T, se identificaron GEDs que codifican 
defensinas, proteínas FMO1 implicadas en mecanismos de respuesta SAR, NLR y 
receptores quinasa NILR en plantas sometidas a sequía; mientras que PAD4 y NLR, y 
GIGANTEA, una proteína de respuesta a estímulo luminoso, en plantas control. 
Recientemente, se ha demostrado que las proteínas PAD4 y EDS1 están implicadas en 
la respuesta a la sequía en plantas superiores, así como en la producción de biomasa, 
desarrollo vegetativo y organización de las paredes celulares (Szechyńska-Hebda et al., 
2016), entre otros, mediante la regulación de la hormona endógena SA y especies ROS 
como H2O2 (Bernacki et al., 2019). Las proteínas NLR participan en los mecanismos de 
respuesta y defensa a un amplio repertorio de patógenos (Li et al., 2015). GIGANTEA 
regula diversos procesos fisiológicos y de desarrollo, como floración fotoperiódica y 
respuesta a estrés abiótico (Krahmer et al., 2015); mientras que las proteínas quinasa 
similares a los receptores ricos en leucina, NILR, son receptores inmunitarios que 
participan en la inducción de inmunidad basal (PTI) en respuesta a diversos estreses 
(Mendy et al., 2017). Las proteínas FMO1 participan en la resistencia sistémica 
adquirida a patógenos invasivos virulentos y en respuesta a estrés abiótico (Czarnocka 
et al., 2020). Finalmente, la subunidad γ de las proteínas G heterotriméricas está 
implicada en la respuesta a diversos cambios ambientales bióticos y abióticos (Trusov et 
al., 2008; Xu et al., 2016). 

El análisis de los patrones de expresión génica asociados con metabolismo secundario, 
reveló GEDs en plantas Gal 1056 / R18T y Oria 6 / R18T. En plantas Gal 1056 / R18T 
sometidas a sequía, se detectaron GEDs que codifican γ-glutamil-peptidasas implicadas 
en el metabolismo de glucosinolatos, así como una neoxantin sintasa implicada en la 
biosíntesis de carotenoides. Por otro lado, en plantas control se identificaron GEDs que 
codifican proteínas implicadas en la biosíntesis de flavonoides, como chalcona sintasas, 
antocianina sintasas y flavonona 3-hidrolasas; así como en la biosíntesis de mono, 
sesqui y diterpenos. En Oria 6 / R18T únicamente se detectaron GEDs en plantas 
sometidas a sequía, implicados principalmente en la biosíntesis de glucosinolatos, con 
γ-glutamil-peptidasas, proteínas isoprenil difosfato sintasa, y un regulador proteolítico 
de la fenilalanina-amonio liasa (KFB-PAL) implicado en la biosíntesis de p-coumaroil-
CoA. El papel que juegan estos metabolitos secundarios en la respuesta a sequía, 
modulación estomática e inducción de tolerancia se ha descrito previamente (Dao et al., 
2011; Gill y Tuteja, 2010; Martínez-Ballesta et al., 2013; Kleiber et al., 2017). Estos 
resultados sugieren que el genotipo del portainjerto es determinante en la modulación de 
los mecanismos de respuesta desencadenados en las acículas de las púas injertadas en 
respuesta a déficit hídrico, y aporta luz sobre rutas y genes implicados. 

Por último, se llevó a cabo el estudio de los mecanismos de respuesta constitutiva, 
mediante el análisis funcional de aquellos genes que no mostraban diferencias de 
expresión significativas al comparar los distintos regímenes hídricos de cada tipo de 
injerto, de forma intependiente, pero si lo hacían al comparar los patrones de expresión 
de acículas de las púas injertadas entre injertos, bien en condiciones control o bien 
sometidas a déficit hídrico. El análisis de ontología reveló diferencias entre los genes 
constitutivos enriquecidos en cada genotipo (Figura 4.29), con un enriquecimiento de 
genes asociados a las categorías transporte de solutos, biosíntesis de ARN, metabolismo 
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secundario, organización de la pared celular, respiración celular, homeostasis de 
proteínas, modificación de proteínas y respuesta a estímulo externo. 

Entre los genes que codifican FTs, destacaba el enriquecimiento observado en los 
injertos de las púas de ambos progenitores sobre portainjertos tolerantes. En Gal 1056 / 
R18T se identificaron GEDs que codifican FTs, DREB, ERF, DOF, GATA, HD-ZIP 
I/II, AS2/ LOB, C2H2-ZF, GRAS, NAC y WRKY, mientras que en Oria 6 / R18T se 
detectaron genes expresados constitutivamente que codifican ERF, bZIP, BBX-CO, zf-
HD, GARP, MYB, bHLH, GRAS, NAC y TUB. Cabe destacar la presencia de genes 
GRAS, DREB, ERF, bZIP NAC y WRKY sobreexpresados constitutivamente. Los 
GRAS están implicados en múltiples procesos de crecimiento y desarrollo vegetal, 
como transducción de señales mediadas por giberelinas (Ikeda et al., 2001) y 
mantenimiento de meristemos y de la estructura radicular (Helariutta et al., 2000; 
Stuurman et al., 2002; Li et al., 2003), y desarrolla un papel fundamental en respuesta a 
sequía, regulando positivamente la tolerancia a déficit hídrico (Li et al., 2018). 
Asimismo, bZIP, MYB, NAC, ERF, WRKY y DREB están implicado en la mejora de 
tolerancia a sequía de plantas (Gahlaut et al., 2016). Estos resultados coinciden con los 
descritos en el primer apartado de este estudio, que indicaría que los portainjertos 
tolerantes desencadenaban mecanismos de respuesta a sequía en las púas injertadas, 
incluso antes de ser sometidas al tratamiento de déficit hídrico, sugiriendo que los 
portainjertos R18T tienen un efecto modulador de en la respuesta constitutiva de 
tolerancia a sequía en dichas acículas. 

El análisis de genes implicados en la organización de la pared celular, reveló que el 
mayor enriquecimiento en genes expresados constitutivamente se detectaba en acículas 
de púas de Gal 1056 injertadas sobre ambos portainjertos, y más acusadamente en Gal 
1056 / R1S. En estos injertos se identificaron genes implicados en el mantenimiento de 
la pared celular como expansinas y proteínas AGP, en el ensamblaje de celulosas y 
hemicelulosas, en la biosíntesis de xilanos y ligninas, y en la modificación y 
degradación de pectinas. El mismo patrón se observó al analizar los genes expresados 
constitutivamente que participan en el metabolismo de compuestos secundarios y 
transporte de solutos, con un enriquecimiento de genes en Gal 1056 / R1S. En estas 
plantas se identificó enriquecimiento de genes asociados con la biosíntesis de múltiples 
metabolitos secundarios como flavonoides, dihidroflavonoides, p-coumaroil-CoA, 
isoprenil difosfatos y terpenos, así como genes implicados en las rutas MEP de síntesis 
de isoprenoides; y de transportadores de solutos como proteínas AAP, ProT, LAT, 
BOR, KEA, PUP, UmamiT, Fabaceae-N70, NRT1/PTR, PHT1, UNE2, ERD6, PLT, 
DTX, OPT, KT, SWEET y ZIP, los canales FEZ, NIP, PIP, TIP, y la superfamilia de 
proteínas ABCG. 

El análisis de los genes asociados con respiración celular reveló un mayor número de 
genes expresados constitutivamente en Gal 1056 / R18T que codifican componentes de 
los complejos ATP sintasa, citocromo c reductasa y NADH deshidrogenasa, así como 
integrantes del ciclo de ácidos tricarboxílicos. Diversos estudios destacan el papel de la 
respiración celular en mitocondrias en la supervivencia y la rápida recuperación de la 
productividad en condiciones de estrés hídrico (Atkin y Macherel, 2009). Por otro lado, 
se identificaron genes relacionados con respuesta a estímulo externo en plantas Oria 6 / 
R1S, entre los que se encontraban EDS1, PAD4 y NL5, implicados en la respuesta a 



DISCUSIÓN 
 

patógenos. En Oria 6 / R18T se detectaron genes expresados constitutivamente 
implicados, principalmente, en repuesta a patógenos y en menor medida en estímulo 
luminoso.  

Estos resultados parecen sugerir la existencia de un efecto del genotipo del portainjerto 
también en la respuesta constitutiva de acículas de plantas injertadas de Pinus pinaster. 
En plantas Gal 1056 / R1S se detectaron genes principalmente implicados en desarrollo 
y crecimiento, regulando procesos relacionados con organización de la pared celular y 
transporte de solutos. Por el contrario, las púas injertadas sobre portainjertos tolerantes 
mostraron una plétora de genes expresados constitutivamente en respuesta al estrés 
hídrico, muchos de ellos relacionados con respuesta a sequía, entre los que se 
encontraban FTs y genes de respuesta a estímulo externo. En plantas Oria 6 / R1S se 
detectaron los niveles más bajos de genes expresados constitutivamente, entre los que 
destacaban genes de respuesta a estímulo externo, que podría estar asociado con un 
efecto del genotipo de la púa en la expresión de estos genes. El conjunto de estos 
resultados apoya la hipótesis de que los portainjertos tolerantes participan en la 
modulación de la respuesta a sequía de las acículas de las púas injertadas, tanto a nivel 
constitutivo como inducido, aumentando su capacidad adaptativa a déficit hídrico. 
Asimismo, el genotipo de las púas participa en la regulación de diversos procesos que 
también contribuyen a perfilar dicha capacidad adaptativa de las acículas de las púas de 
cada injerto.  
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ANALISIS DEL EFECTO DEL PORTAINJERTO SOBRE EL PERFIL METABÓLICO DE LA 
PÚA EN PLANTAS INJERTADAS DE PINUS PINASTER  EN RESPUESTA A DÉFICIT 
HÍDRICO 

 

Para profundizar en el efecto del portainjerto en las dinámicas de respuesta a sequía de 
acículas de plantas injertadas de Pinus pinaster, se llevó a cabo el análisis del contenido 
de metabolitos primarios y secundarios en plantas control y plantas sometidas a déficit 
hídrico.  

Debido a la importancia descrita de los metabolitos secundarios en los mecanismos 
sistémicos de respuesta de la planta a sequía, en primer lugar se llevó a cabo el análisis 
de la composición y distribución de terpenos en órganos aéreos y subterráneos de 
plantas Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S y Oria 6 / R18T control y 
sometidas a déficit hídrico. El análisis de la distribución constitutiva reveló que las 
principales diferencias estaban asociadas a la compartimentalización de estos 
metabolitos en los distintos órganos, más que a la procedencia de la púa o el genotipo 
del portainjerto. Estas variaciones entre órganos no fueron solo cuantitativas, en 
relación con el contenido total o individual de terpenos, sino principalmente 
cualitativas, lo que se demostró mediante análisis PLS-DA (Figura 5.1). Existen pocos 
estudios previos que se centren en la composición de terpenos en órganos aéreos y 
subterráneos conjuntamente, y en particular en raíces, a pesar de desempeñar un papel 
fundamental en la interacción de la planta con su entorno (Huber et al., 2005; Henke et 
al., 2015; Peñuelas et al., 2014; Santonja et al., 2019). Recientemente se han realizado 
estudios en abeto de Douglas, que muestran diferencias significativas tanto cuantitativas 
como cualitativas en la composición de monoterpenos y sesquiterpenos de acículas y 
raíces (Kleiber et al., 2017; Duan et al., 2019), sin embargo los estudios realizados en 
coníferas en relación a los diterpenos son escasos (Huber et al., 2005). En nuestro 
estudio se detectaron diferencias cuantitativas, con una acumulación total de diterpenos 
mayor en acículas que en raíces, y particularmente baja en tallos. Además, los 
diterpenos neutros fueron los diterpenos más abundantes en tallos, y los DRAs en 
acículas y raíces, siendo los terpenos más relevantes a la hora de discriminar entre 
órganos aéreos y subterráneos. Estas diferencias, además de responder a patrones 
específicos de la especie, podrían estar relacionadas con mecanismos de defensa 
compartimentalizados en los distintos órganos para construir la respuesta global a los 
estímulos ambientales (Kleine y Müller, 2014; Mason et al., 2015), conduciendo a la 
acumulación de terpenos específicos en función de su importancia cuantitativa o de su 
presencia exclusiva en un órgano concreto.  

La composición de terpenos en coníferas se ha asociado durante mucho tiempo con la 
respuesta ambiental constitutiva y/o inducida del árbol frente a estrés abiótico y biótico 
(Blanch et al., 2009; Huber et al., 2004; Keeling y Bohlmann, 2006), a través de la 
síntesis de terpenos específicos en cantidades determinadas (Zhao et al., 2011a). En 
Pinus pinaster esta respuesta no sólo se lleva a cabo localmente en el tejido afectado, 
sino que, como se ha descrito previamente se puede producir de manera sistémica 
inducida en la parte distal de la planta (López-Goldar et al., 2020). Aunque la mayoría 
de estudios relacionado con el metabolismo de terpenos en coníferas se han centrado en 
acículas, el contenido de estos metabolitos en raíces y tallos juega un papel crucial en la 
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interacción del árbol con el ambiente. Diversos estudios han demostrado que DRAs 
como el ácido dehidroabiético, se acumulan en grandes cantidades en raíces y tallos de 
numerosas especies como Pinus densiflora (Oh et al., 2017), Pinus halepensis (Suárez-
Vidal et al., 2019), Pinus pinaster, Pinus radiata (López-Goldar et al., 2020) o Picea 
sitchensis (Robert, 2010), participando en la defensa frente a factores abióticos. En 
nuestras muestras, a pesar de que los niveles de DRAs detectados en tallos fueron 
menores a los detectados en raíces y acículas, la elevada acumulación de diterpenos 
neutros observada en tallos hace posible la rápida acumulación de DRAs si fuera 
necesario, mediante procesos de oxidación específicos (López-Goldar et al., 2020). 
Además, la acumulación diferencial de algunos monoterpenos como limoneno, y de 
sesquiterpenos como copaeno, cubebeno y longipineno, en tallos de Pinus pinaster 
(López-Goldar et al., 2018) y Picea abies (Pettersson et al., 2008), les confiere mayor 
resistencia frente a estrés abiótico. Por lo tanto, cada vez son más las evidencias que 
apoyan el papel fundamental que juegan los terpenos en la respuesta de las coníferas a 
estrés abiótico (Duan et al., 2019; Fernández de Simón et al., 2020; Hussain et al., 
2020; Kleiber et al., 2017; Loreto et al., 2014; Niinemets, 2016). 

Este sistema constitutivo de respuesta a estrés con la asignación optimizada a largo 
plazo de los recursos defensivos (Hahn y Maron, 2016), podría explicar las diferencias 
encontradas en los perfiles metabólicos de terpenos en acículas en función de su 
procedencia, Gal 1056 y Oria 6, como se ha observado en otras especies como Pinus 
silvestre (Kannaste et al., 2013, 2018; Pazouki et al., 2016), Pseudotsuga menziesii 
(Kleiber et al., 2017; Duan et al., 2019) o Pinus banksiana (Taft et al., 2015).  Así, los 
terpenos detectados en este órgano se correspondían con los descritos previamente por 
Arrabal et al. (2012) para individuos de procedencia atlántica (Gal 1056) y mediterránea 
(Oria 6). El genotipo de la púa explicó el 67 % de la varianza observada en acículas, en 
base a las diferencias cuantitativas, además de las cualitativas como los cinco DRAs con 
esqueleto bicíclico de labdano que sólo se detectaron en plantas con púas Gal 1056. En 
estas construcciones también se detectaron niveles significativamente más altos de casi 
todos los diterpenos neutros, especialmente de isómeros de abietadieno, y de alcoholes 
y aldehídos diterpénicos, junto con niveles de DRAs muy bajos. Por el contrario, en 
plantas con púas Oria 6 se detectaron niveles significativamente más altos del diterpeno 
isoabienol y de DRAs, particularmente los de esqueleto tricíclico. En coníferas, los 
DRAs tricíclicos se sintetizan a partir de diterpenos como el abietadieno o el 
abietatrieno siguiendo la secuencia: diterpeno → alcohol diterpénico → aldehído 
diterpénico→ ácido resínico, en una serie de oxidaciones mediadas por monooxigenasas 
dependientes del citocromo P450 (CYP) de la familia CYP720B (Keeling y Bohlman, 
2006; Bathe y Tissier, 2019). En acículas de plantas con púas de Gal 1056, esta vía de 
oxidación estaría de alguna manera constitutivamente reprimida, lo que lleva a niveles 
más bajos en la biosíntesis de estos DRAs a partir de los correspondientes diterpenos, 
pero no de los de estructura labdano, al contrario que en acículas de plantas injertadas 
con púas de Oria 6. En coníferas, la biosíntesis de DRAs bicíclicos de labdano no se ha 
demostrado que esté mediada por proteínas CYPs (Bathe y Tissier, 2019), y en ella 
participan dos factores diferentes que regulan rutas alternativas: en una están implicados 
ácidos resínicos como imbricataloico, epiimbricataloico, dihidroagático y pinifólico; 
mientras que la otra incluye compuestos como anticopálico, eperuico y los isómeros de 
anticopálico, estando reguladas con signo opuesto en cada procedencia, quedando estos 
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signos de regulación ligados a los de la biosíntesis de DRAs tricíclicos. Teniendo en 
cuenta la alta diversidad genética y adaptativa que presenta Pinus pinaster (Eveno et al, 
2008, Pérez-Izquierdo et al., 2019), así como la gran variedad de mecanismos de control 
epigenético que dominan su respuesta a cambios locales (Bussotti et al., 2015), el factor 
ambiental puede haber afectado selectivamente a la biosíntesis de DRAs, como ya se ha 
observado para otros compuestos en diversas coníferas (Baradat y Yazdani, 1988; Taft 
et al., 2015; Kännaste et al., 2018).  

En nuestro estudio, al igual de lo observado en otras especies de coníferas, no se 
detectaron patrones metabólicos específicos en función de la procedencia de la púa en 
tallos y raíces (Duan et al., 2019; Kleiber et al., 2017; Kleine y Müller, 2014). Sin 
embargo, el análisis OPLS-DA utilizando el genotipo de la púa como variable 
dependiente (Figura 5.2), nos permitió identificar una posible comunicación entre 
órganos en función de la procedencia de la púa, que conduce a la acumulación de 
patrones de terpenos específicos en cada uno de ellos. Uno de los terpenos más 
afectados por el genotipo de la púa fue el isoabienol, que mostraba concentraciones 
significativamente mayores en todos los órganos de plantas Oria 6, independientemente 
del portainjerto en el fueron injertadas. Estos resultados coinciden con estudios previos 
realizados en Pinus sylvestris (Kännaste et al., 2018). Diterpenos como abienol y óxido 
de manool también mostraron mayores concentraciones en plantas con púas de Oria 6 
en todos los órganos excepto en acículas, donde no se detectaron (óxido de manool) o 
los niveles fueron más bajos que en las de plantas con púas de Gal 1056. Kännaste et al. 
(2018) demostró la existencia de una correlación positiva entre la disponibilidad de 
nitrógeno y el perfil de diterpenos, especialmente de isoabienol y de óxido de manool, 
en acículas de Pinus sylvestris. Así, a niveles elevados de N, las acículas deberían 
contener los niveles más altos de isoabienol y falta de óxido de manool al igual que se 
observa en nuestros injertos, lo que puede estar relacionado con la fertilización de las 
plantas durante el estudio. De alguna manera, estos diterpenos podrían estar 
involucrados en las redes de comunicación a larga distancia que coordinan la respuesta 
de crecimiento en coníferas desde tejidos aéreos a subterráneos, en función de la 
disponibilidad de N (Thomas y Frank, 2019), además de desempeñar un papel 
importante en defensa antimicrobiana y antifúngica (Cheng et al., 2012; Koutsaviti et 
al., 2011).  

Conjuntamente, se obtuvieron dos resultados llamativos: por un lado, los DRAs 
parecían no contribuir en la diferenciación de muestras de tallos en función de la 
procedencia de la púa, pero si permitían diferenciar entre muestras de acículas y raíces, 
lo que podría sugerir una posible comunicación entre estos dos órganos para su 
regulación metabólica. Por otro lado, los pocos terpenos detectados en acículas y tallos 
de púas que contribuyeran en ambos órganos a su diferenciación en función de la 
procedencia de la púa: además de isoabienol, sólo 8, 13-abietadieno, 8, 11, 13-
abietatrieno, dehidroabietol (Gal 1056 > Oria 6), y α-pineno (Oria 6 > Gal 1056). Estos 
resultados refuerzan la hipótesis de la existencia de sistemas de regulación de terpenos y 
de mecanismos de respuesta a estrés específicos de cada órgano (Bezemer y van Dam 
2005; Kleine y Müller, 2014; Mason et al., 2015; Zangerl y Rutledge, 1996).  

Las muestras de tallos de púas también permitieron diferenciar entre plantas Gal 1056 y 
Oria 6, en función del portainjerto, ya que se detectaron diferencias significativas en los 
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niveles de monoterpenos como β-pineno y β-felandreno en tallos de púas y raíces de 
plantas injertadas con púas de Gal 1056; y de sesquiterpenos como germacreno D y 
valenceno en tallos de púas y raíces de plantas en las que se usaron púas de Oria 6. El 
papel potencial de la púa en la regulación de los rasgos funcionales de la planta 
injertada ha sido poco estudiado en especies forestales, donde la mayoría de los 
esfuerzos se han centrado principalmente en su efecto sobre la biomasa radicular 
(Bhogale et al., 2014; Li et al., 2018a), y la transmisión de moléculas de señalización a 
larga distancia (Beveridge et al., 1997; Lejay et al, 2008; Lin et al., 2008; Chen et al., 
2016; Ohkubo et al., 2017), para la regulación del contenido de nutrientes y agua en 
raíces (Gautier et al., 2019; Ko y Helariutta, 2017; Thomas y Frank, 2019). Todavía no 
se han realizado estudios de cómo la púa puede influir en la modulación del perfil 
metabólico de terpenos en los diferentes órganos de coníferas injertadas, y por tanto 
participar en la respuesta a sequía de la planta, por lo que se necesitan estudios 
complementarios para verificar los resultados obtenidos.  

Por otro lado, el posible efecto que el portainjerto puede tener sobre el perfil de terpenos 
en los diferentes órganos de la planta injertada mostró  una elevada variabilidad no 
siendo posible asignar una contribución común a todos ellos. Estos resultados coinciden 
con los observados al analizar el efecto de la púa, y refuerzan la hipótesis de la 
existencia de mecanismos de respuesta específicos de cada órgano. Sorprendentemente 
el portainjerto no tuvo ningún efecto en el perfil terpénico de  acículas aunque es 
posible que las grandes diferencias entre los dos quimiotipos de acículas enmascaren el 
efecto del portainjerto. En la literatura podemos encontrar muchos estudios sobre el 
efecto del portainjerto en frutos en relación al contenido deterpenos (Huang et al., 2020) 
o en la emisión de compuestos orgánicos volátiles (Ceballos y Rioja, 2019), pero poco 
se sabe acerca del efecto del portainjerto en el perfil de terpenos de hojas de plantas 
injertadas, aunque se ha prestado más atención a otros metabolitos no volátiles, 
particularmente en hojas de té (Qi et al., 2019). 

El análisis de terpenos en respuesta a sequía reveló cambios significativos específicos 
de cada órgano. Estudios previos realizados en coníferas sometidas a déficit hídrico han 
demostrado que en acículas se producen disminuciones significativas de los niveles de 
DRAs (Fernández de Simón et al., 2017), además de variaciones en los niveles de 
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos neutros (Kainulainen et al., 1992; Llusiá y 
Peñuelas, 1998; Turtola et al., 2003). Estas modificaciones mostraron su  relación con la 
intensidad de la sequía (Sancho-Knapik et al., 2017), la combinación con otros estreses 
(Fernández de Simón et al., 2020), y el estado ontogenético de la acícula (acículas 
adultas vs juveniles) (Fernández de Simón et al., 2017). En nuestro análisis observamos 
una reducción de los niveles de DRAs en acículas en respuesta a sequía, que se 
correlacionaba con un aumento en raíces. Estos resultados podrían indicar que la planta 
injertada ajusta la distribución de DRAs en acículas y raíces de manera coordinada en 
función de la disponibilidad de agua, posiblemente para optimizar el funcionamiento de 
toda la planta (Thomas y Frank, 2019). En muestras de tallo, no se detectaron grandes 
diferencias en los niveles de DRAs en respuesta a sequía, lo que coincide con lo descrito 
para pino Jack y pino Carrasco (Hussain et al., 2020; Suárez-Vidal et al., 2019). 

En coníferas, los DRAs juegan un papel defensivo fundamental frente a estrés biótico 
(Mason et al., 2015; Oh et al., 2017; Robert et al., 2010), por lo que su acumulación 
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inducida por sequía en raíces en detrimento de la observada en acículas, probablemente 
tiene como objetivo aumentar la capacidad de defensa constitutiva en una situación de 
escasez de agua, mostrando el mayor valor de la raíz para la planta en su conjunto 
(Tsunoda et al., 2017). Teniendo en cuenta que la producción de estos metabolitos de 
defensa dependen de la disponibilidad de C procedente de la fotosíntesis, una mayor 
movilización de carbohidratos solubles hacia raíces puede paliar la reducción en la 
disponibilidad de C que se produce en condiciones de estrés hídrico, debido al cierre de 
los estomas e inhibición de la fotosíntesis (de Miguel et al., 2016; Wiley y Helliker, 
2012). Esta reasignación de compuestos aseguraría la acumulación de DRAs y otros 
metabolitos secundarios en los órganos en los que sean necesarios, proporcionando una 
mayor capacidad defensiva con mecanismos de respuesta más rápidos (López-Goldar et 
al., 2016). Además, ofrece un nuevo punto de vista sobre como la percepción de la 
sequía por parte del portainjerto puede aumentar o disminuir la susceptibilidad a déficit 
hídrico de púas de Pinus pinaster, como ya se ha demostrado en otras coníferas (Suárez-
Vidal et al., 2019; Hussain et al., 2020). El análisis de la distribución de DRAs en 
acículas y raíces en respuesta a sequía reveló diferencias según la combinación de púa-
potainjerto analizada, con una mayor acumulación en raíces de plantas con portainjerto 
sensible Gal 1056 / R1S y Oria 6 / R1S, mayoritariamente en Gal 1056 / R1S, y una 
mayor disminución en acículas de plantas con portainjerto tolerante Gal 1056 / R18T y 
Oria 6 / R18T, principalmente en Oria 6 / R18T. Estos efectos sistémicos 
desencadenados en respuesta a sequía han recibido poca atención en coníferas (de 
Miguel et al., 2016; Han et al., 2019), y poco o nada se sabe acerca de su relación con 
los niveles de DRAs observados en plantas injertadas de Pinus pinaster. 

Los cambios en los niveles de los otros compuestos terpénicos provocados por la 
escasez de agua también mostraron diferencias en función de la combinación púa-
portainjerto. Destacan las plantas Gal 1056 / R1S, ya que en la mayoría de los órganos 
muchos terpenos individuales mostraron variaciones más altas o con tendencia opuesta 
a las observadas en las otras combinaciones de injerto. Este efecto fue más claro en 
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos en acículas y tallos de portainjertos; en 
sesquiterpenos y diterpenos en tallos de púas; y en monoterpenos en raíces, tal como se 
observó en el análisis sPLS-DA (Figura 5.5). En plántulas de abeto de Douglas que 
difieren en tolerancia a la sequía, Kleiber et al. (2017) observaron que monoterpenos y 
sesquiterpenos mostraron diferentes respuestas en acículas y raíces, con incrementos 
significativamente mayores en los árboles sensibles a la sequía. Sin embargo, este efecto 
solo se detectó bajo condiciones de sequía moderada, siendo menos relevante en 
condiciones de sequía severa. Sancho-Knapik et al. (2017) correlacionaron en Pinus 
sylvestris los cambios en los terpenos de las agujas con el nivel de estrés hídrico que 
soportan los árboles (con respecto al potencial hídrico antes del amanecer, la 
conductancia estomática y la tasa de asimilación neta), concluyendo que se producen 
mayores niveles de MT y ST sólo bajo niveles moderados de estrés hídrico, lo que 
puede explicar las diferencias encontradas entre nuestras combinaciones de injertos. 
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A continuación, se profundizó en el análisis del metaboloma de acículas de las cuatro 
construcciones de Pinus pinaster, Gal 1056 / R18T, Gal 1056 / R1S, Oria 6 / R18T y 
Oria 6 / R1S, en condiciones control. Se identificaron cambios significativos en los 
patrones metabolómicos de lípidos, azúcares, polialcoholes, ácidos orgánicos, 
transportadores de electrones, aminoácidos y compuestos nitrogenados, compuestos 
fenólicos, y compuestos terpénicos, neutros y ácidos, que permitieron diferenciar los 
cuatro genotipos en las plantas injertadas (Figura 5.7). Se detectaron mayores 
diferencias en el metaboloma de acículas de plantas injertadas sobre portainjertos R1S 
en función del genotipo de la púa, que en plantas injertadas sobre portainjertos R18T. 
Entre los compuestos más significativos se encontraron aminoácidos y compuestos 
nitrogenados como prolina, ácido piroglutámico, treonina, serina, lisina, tiramina o 
valina; azúcares ácidos como ácido galacturónico; ácidos grasos como linolénico; y 
compuestos fenólicos como ácido benzoico y 3,4-dihidroxibenzoico. El ácido benzoico 
está considerado como un elemento estructural fundamental en plantas para la síntesis 
de otros múltiples metabolitos primarios, así como de hormonas vegetales, cofactores, 
compuestos implicados en defensa y germinación (Widhalm y Dudareva, 2015). En 
plantas injertadas sobre portainjertos tolerantes se detectó la acumulación de azúcares 
como  d-trehalosa, d-galactosa, fructosa y diversos disacáridos; y compuestos fenólicos 
como epicatequina, ácido siríngico y ácido quínico. Diversos estudios demuestran que 
en respuesta a estrés se produce la acumulación de azúcares solubles que actúan como 
osmolitos manteniendo la turgencia celular y proporcionando una primera línea de 
defensa contra la pérdida de agua, ayudando a mantener el equilibrio hídrico en plantas 
tolerantes a sequía (Krasensky y Jonak, 2012; Marček et al., 2019; Ullah et al., 2017; 
Khan et al., 2019), y actúando como moléculas de señalización para modular el 
crecimiento, el desarrollo y la respuesta a múltiples estreses (Gundaraniya et al., 2020). 
Los compuestos fenólicos, y en particular el ácido siríngico, se han descrito en procesos 
de inducción de tolerancia a estrés biótico y abiótico, participando en la eliminación de 
especies ROS (Gundaraniya et al., 2020). También se ha descrito que los polifenoles 
responsables de controlar el potencial osmótico y el metabolismo de la prolina 
proporcionan tolerancia a varios estreses abióticos (Li et al., 2015a; Khanh et al., 2018). 
Estos resultados coinciden con los observados en capítulos anteriores, y que parecen 
indicar que el uso de portainjertos tolerantes conduce a procesos de preadaptación a 
sequía en acículas de la planta injertada. El análisis también permitió la diferenciación 
de las muestras en función del genotipo de la púa. En plantas Gal 1056 / R1S y Gal 
1056 / R18T se detectó la acumulación diferencial de compuestos fenólicos como dos 
hexóxidos de isoramnetina, laricitrina pentósido y quercetina cumaroil pentósido; un 
lignano; el ciclitol sequoyitol y  ácido linoleico entre otros. Por el contrario, en plantas 
Oria 6 / R1S y Oria 6 / R18T se identificó la acumulación diferencial de compuestos 
fenólicos como glicósidos de siringetina, kaempferol-cumaroilo, siringoilo, miricetina, 
laricitrina, quercetin metil éter o cafeoilo; ácidos grasos como ácido oleico; aminoácidos 
y compuestos nitrogenados como feniletilamina y 2-metil-5-oxo-prolina; y ácidos 
orgánicos como ácido pirúvico. En general, se ha descrito que los fenoles están 
implicados en la respuesta metabólica a diversos estreses abióticos, incluyendo estrés 
hídrico (Bautista et al., 2015; Sharma et al., 2019), debido a sus propiedades 
antioxidantes que les permiten eliminar especies reactivas de oxígeno acumuladas en 
condiciones de estrés (Karuppanapandian et al., 2011), y por lo tanto se espera que su 
contenido aumente en condiciones de escasez de agua. Este incremento no se produce 
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de forma homogénea en todos ellos, sino que experimentan variaciones específicas, 
aumentando o disminuyendo en función del compuesto (Köhler et al., 2020). En el caso 
de kaempferol (Guignard et al., 2005), algunos glicósidos fenólicos (Hale et al., 2005) y 
ácido cafeico (Köhler et al., 2020) se ha descrito que se acumulan diferencialmente en 
respuesta a sequía. Por otro lado, se han observado variaciones cualitativas y 
cuantitativas en los niveles de ácidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados en 
respuesta a sequía que dependían del genotipo de la planta analizada (Bayati et al., 
2020). Aminoácidos como prolina y feniletilamina se han descrito en plantas tolerantes 
actuando como osmolitos que protegen, entre otros, las membranas celulares (Bhaskara 
et al., 2015; Ghodke et al., 2018), y participan en la respuesta inducida por especies 
ROS (Kawano et al., 2000).  

El análisis del metaboloma en acículas de cada uno de los genotipos sometidos a déficit 
hídrico detectó un ajuste complejo al estrés con patrones diferenciales en función del 
genotipo de la púa, del portainjerto y del régimen hídrico soportado. Al contrario de lo 
observado en terpenos, el efecto del tratamiento hídrico sobre el perfil metabólico de la 
acícula fue importante, independientemente de los genotipos de púa y portainjerto, 
identificando gran variedad de metabolitos implicados en la discriminación entre 
muestras control y muestras sometidas a sequía. La mayoría de metabolitos aumentaban 
significativamente sus concentraciones en respuesta a sequía. Entre ellos destacan 
compuestos fenólicos, flavonoideos (derivados de kaempferol y quercetina) y no 
flavonoideos, así como su precursor el ácido shikímico. En respuesta a estrés se produce 
la acumulación dinámica de compuestos flavonoideos, donde la determinación del tipo, 
cantidad y localización de los mismos, depende tanto de la intensidad y duración del 
estrés (Shojaie et al., 2016), como de los patrones estacionales de acumulación 
relacionados con la edad de las acícula (Cañas et al., 2015; de Miguel et al., 2016; 
Meijón et al., 2016). Actúan como importantes compuestos que modulan no sólo la 
aclimatación a la sequía, sino también los cambios en el metabolismo de la acícula 
asociados a procesos de desarrollo en Pinus pinaster (Fernández de Simón et al., 2017). 
Diversos estudios han descrito un aumento de compuestos derivados de kaempferol y 
quercetina en respuesta a estrés hídrico severo, relacionados principalmente con su 
potencial antioxidante (Seyoum et al., 2006; Shojaie et al., 2016), produciéndose la 
acumulación de estos antioxidantes mediante la regulación de vías metabólicas como la 
del shikimato/fenilalanina (Fernández de Simón et al., 2017). Entre los metabolitos 
primarios acumulados diferencialmente en respuesta a sequía destacan en particular 
algunos ciclitoles como pinitol, chiro-inositol y scyllo-inositol que se acumulan 
significativamente en respuesta a sequía en acículas, principalmente con el fin de 
mantener la maquinaria antioxidante (Fernández de Simón et al., 2017). Entre ellos, 
destaca el papel de pinitol que actúa como osmorregulador en condiciones de déficit 
hídrico (de Miguel et al., 2016). También se ha descrito el papel que juegan los 
carbohidratos solubles en ajuste osmótico, estabilización de membranas y prevención de 
la degradación de proteínas (Warren et al., 2011), acumulándose principalmente en 
especies de hábitat mésico en respuesta a sequía. Con respecto a los aminoácidos, se ha 
descrito ampliamente su función en respuesta a sequía, acumulándose en acículas por su 
carácter osmoprotector (Aranda et al., 2017). Además, la acumulación de aminoácidos 
en respuesta a déficit hídrico se ha asociado con el mantenimiento del equilibrio 
carbono-nitrógeno, protección de membranas y el suministro de sustratos respiratorios 
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en condiciones de estrés, participando en los mecanismos de desarrollo de tolerancia 
(Araújo et al., 2011; Ashraf y Foolad, 2007; D'Andrea et al., 2014; Selmar y 
Kleinwächter, 2013). En respuesta a déficit hídrico, los mecanismos de inducción de 
tolerancia suponen un aumento de las necesidades energéticas (Janz et al., 2010), por lo 
que estos cambios metabólicos podrían jugar un papel importante en la 
adaptación/tolerancia a sequía en Pinus pinaster.  

Se ha descrito el aumento de los niveles de ácidos órganicos en respuesta a sequía 
asociados a procesos de fotorrespiración y asimilación de CO2 en sistemas metabólicos 
más resistentes (Maurino y Engqvist, 2015). Los ácidos grasos libres, tanto saturados 
como insaturados, se acumulan diferencialmente en respuesta a déficit hídrico para el 
ajuste de la fluidez de membranas (Zhong et al., 2011). Las vías metabólicas de los 
ácidos grasos desempeñan un papel fundamental en defensa, regulando procesos como 
el crecimiento, desarrollo y la respuesta a diversos estreses bióticos y abióticos 
(Upchurch, 2008), entre otros, permitiendo la compartimentación celular en respuesta a 
sequía (Gigon et al., 2004).  Por último, se ha descrito el papel fundamental de α-
tocoferol en la preservación de la integridad de la membrana en condiciones de sequía, 
además de participar en desarrollo y crecimiento bajo diferentes situaciones de estrés 
ambiental (Sadiq et al., 2019).  

Entre los compuestos que disminuían por efecto de la sequía destacan los ácidos oxálico 
y -cetoglutárico, que no se detectaron en muestras estresadas, así como  otros ácidos 
como d-eritrónico y l-málico, tal y como se ha descrito en otras plantas (Guo et al., 
2018). Estos ácidos orgánicos desempeñan un papel importante durante el ajuste 
osmótico ayudando a equilibrar el potencial osmótico de las vacuolas (Guo et al., 2018). 
Otros compuestos que disminuyen su concentración en acículas por efecto de la sequía 
son algunos disacáridos como lactosa y sacarosa, para la obtención de sus monómeros, 
con el fin de asegurar la energía necesaria para llevar a cabo la respiración celular y 
permitir el mantenimiento de las reservas de carbono para la biosíntesis de otros 
compuestos orgánicos (Marček, et al., 2019), así como algunos compuestos 
nitrogenados como lactamida, que proviene del ácido láctico estando involucrada en 
procesos de desarrollo (Kinnersley et al., 1990), compuestos fenólicos y lignanos. En 
respuesta a sequía. 

Algunas de las diferencias en la respuesta metabolómica a sequía que se producen en la 
acícula estaban determinadas por el genotipo de la púa, que tuvo un efecto mayor que el 
tratamiento de déficit hídrico, siendo menor el efecto del  genotipo del portainjerto. En 
el caso del genotipo de la púa destaca la participación de compuestos fenólicos, lignanos 
y ácidos grasos, mientras que en relación al genotipo del portainjerto son las vías 
relacionadas con el metabolismo del nitrógeno y de  carbohidratos, y en especial del 
ácido quínico en plantas injertadas sobre el portainjerto tolerante, y de ácido linolénico 
en plantas injertadas sobre el portainjerto sensible. El ácido quínico participa en los 
mecanismos moleculares que subyacen a la resistencia a sequía, confiriendo tolerancia a 
estrés hídrico en diversas especies (Guo et al., 2018; Aranda et al., 2020; Wan et al., 
2021); mientras que el ácido linolénico también se ha observado que se acumula 
diferencialmente en respuesta a sequía, disminuyendo o aumentando en función de la 
especie (Feng et al., 2017; Keshavarz, 2020).  
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En particular, en acículas de plantas injertadas sobre el portainjerto tolerante se detectó 
la acumulación diferencial de carbohidratos como sorbitol, glucosa, disacárido 24.8, 
azúcar ácido 21.7, lactitol y eritritol; aminoácidos como ácido aspártico y lisina; 
compuestos fenólicos como kaempferol y ácido ferúlico; ácidos grasos como 
palmitoleico; y otros compuestos no identificados. El incremento de los niveles de 
sorbitol en condiciones de estrés hídrico responde a su participación en los mecanismos 
de respuesta adaptativa a sequía mediante el mantenimiento del metabolismo de la 
sacarosa (Lo Bianco et al., 2000). El eritritol también se ha demostrado que es uno de 
los azúcares cuyo metabolismo se ve más afectado en respuesta a sequía, acumulándose 
desde estadíos tempranos de estrés hídrico moderado (Fàbregas y Fernie, 2019). Por 
otra parte, se ha observado el aumento del contenido de ácido ferúlico como respuesta a 
déficit hídrico en hojas, como uno de los mecanismos de protección inducidos en 
condiciones de sequía. Se ha visto, que el ácido ferúlico se une covalentemente a los 
carbohidratos de la pared celular actuando como un filtro de luz en condiciones de 
sequía, y participando en procesos de adaptación mediante la regulación a la baja del 
crecimiento de la hoja (Hura et al., 2009). En respuesta a sequía se produce además la 
remodelación de los lípidos de membrana como una estrategia adaptativa efectiva, en lo 
que participa el ácido palmitoleico, un ácido graso monoinsaturado que se acumula en la 
planta en condiciones de déficit hídrico (Liu et al., 2019a). Por otro lado, en plantas 
injertadas sobre el portainjerto sensible encontramos un incremento significativo de los 
niveles de compuestos fenólicos como hexóxidos de laricitrin feruloil, kaempferol 
dicumaroil, siringetin cumaroil, quercetin cumaroil, ácido p-hidroxibenzoico, y ácido 
benzoico; azúcares como ribosa; aminoácidos como lisina y glicina; lípidos como 
glicerol-3-fosfato y ácido palmitoleico; polialcoholes como scillo inositol, sorbitol y 
treitol; y ácidos orgánicos como glicérico, láctico y 2-hidroxiglutárico. Se ha descrito 
que la ribosa se acumula diferencialmente en respuesta a sequía, junto con otros 
azúcares, aunque de manera más marginal, y se correlaciona con cambios en el 
potencial osmótico (Marček et al., 2019). El aumento en el contenido de aminoácidos 
en las plantas en condiciones de sequía puede producirse como consecuencia del 
proceso de degradación de proteínas, mostrando un comportamiento órgano-
dependiente, con la acumulación de aminoácidos como lisina de manera diferencial en 
acículas de Pinus pinaster (de Miguel et al., 2016). Polialcoholes como sorbitol y los 
inositoles funcionan como fuente de carbono y energía, y actúan como solutos 
osmoprotectores, acumulándose en las hojas en respuesta a sequía en plantas superiores 
(Conde et al., 2015; de Miguel et al., 2016). Los ácidos órganicos desempeñan un papel 
fundamental en el desarrollo, la producción de energía y la biosíntesis de aminoácidos, 
y se acumulan en situaciones de estrés hídrico (Marček et al., 2019) o de otros estreses 
abióticos como es el caso del ácido glicérico (Chang et al., 2020).  

Por otro lado, fue importante el efecto del portainjertos sobre el metaboloma de acículas 
de las plantas injertadas con diferentes púas, en respuesta a sequía. Cuando la púa 
injertada era Gal 1056 el mayor factor de diferenciación en el metaboloma de acículas 
fue el genotipo del portainjerto y el segundo el tratamiento de déficit hídrico, mientras 
que cuando la púa injertada era Oria 6, el tratamiento de déficit hídrico era el factor que 
más influía en el metaboloma de la acícula, dependiendo la influencia del genotipo del 
portainjerto de si se trataban de plantas control o sometidas a déficit hídrico. Una gran 
diversidad de metabolitos y vías metabólicas participan en los cambios que se producen 
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en estos metabolomas, particularmentetanto aminoácidos y compuestos nitrogenados, 
como carbohidratos, lípidos, compuestos fenólicos y lignanos. En acículas de plantas 
injertadas con púas de Gal 1056 se detectó la acumulación diferencial en muestras 
sometidas a estrés, de aminoácidos como lisina, tiramina, treonina y valina, sorbitol, 
polifenoles como algunos derivados de kaempferol o α-tocoferol, glicerol-3-fosfato, 
ácido hexadeca-10,13-dienoico, y ácido 2-hidroxiglutárico, especialmente en la 
combinación con portainjerto tolerante Gal 1056 / R18T. El glicerol-3-fosfato es un 
importante metabolito intermediario que participa en las rutas metabólicas de 
glicerolípidos, glucólisis y gluconeógenos, además de desempeñar un importante rol en 
la adaptación a diversos estreses (Chanda et al., 2011; Zhao et al., 2018). Por otro lado, 
en plantas control se detectó una  acumulación significativa de compuestos como ácido 
oxálico, lariciresinol hexósido, β-sitosterol, ácido esteárico, galocatequina, ácido 2-
metoxihexadecanoico y α-cetoglutárico. La síntesis de oxalato está relacionada con 
fotorrespiración a través de la oxidación del glicolateglioxalato, y se ha demostrado que 
en estudios de respuesta a sequía, se acumula en plantas control aumentando las tasas 
fotosintéticas (Gouveia et al., 2017). En el caso de portainjerto sensible  Gal 1056 / 
R1S, las plantas sometidas a sequía también vieron alterados los patrones 
metabolómicos de otros compuestos relacionados con el metabolismo del carbono como 
galactosa, trehalosa, sacarosa, melecitosa, ácido galacturónico, ácido málico y xilónico, 
y scyllo inositol; así como metabolitos secundarios como flavonoides, lignanos o urea. 
Se ha observado que la acumulación diferencial de urea en respuesta a sequía responde 
a su participación en procesos de tolerancia a través de la protección del aparato 
fotosintético, la activación del sistema de defensa antioxidante y la mejora de la 
osmorregulación (Gou et al., 2017). 

En el caso de muestras con púas tolerantes Oria 6, injertadas sobre portainjertos 
tolerantes y sensibles se vieron afectadas las rutas biosintéticas de aminoácidos y 
compuestos nitrogenados, pero también las de carbohidratos, lípidos y compuestos 
fenólicos. Destaca el metabolismo lipídico por su diferente respuesta en relación a la 
tolerancia del portainjerto, ya que solo se ve afectado en el caso de portainjertos 
sensibles, lo que puede deberse a una mejor preparación para situaciones de sequía 
cuando se utilizan portainjertos tolerantes. Por el contrario, compuestos como tiramina, 
laricitrin-feruloil hexosido, ácido pirúvico, siringetin cumaroil hexóxido, lactitol y α-
tocoferol, aumentaron significativamente por efecto de la sequía en plantas con 
portainjertos tolerantes, mientras que disminuyeron o no se vieron afectadas en el caso de 
portainjertos sensibles. Por otro lado, compuestos como lactosa, ácido málico, glucosa y 
sacarosa disminuyeron sus concentraciones con mayor intensidad  en plantas sometidas a 
sequía cuando el portainjertos era sensible a sequía, además de otros compuestos como 
ácido galacturónico, prolina, ácido 3,4-dihidroxibenzoico, lisina o ácido piroglutámico 
que mostraron un comportamiento contradictorio en relación al portainjerto, aumentando 
o disminuyendo por efecto del tratamiento hídrico.  

Está claro que la acícula de Pinus pinaster en plantas injertadas está preparada para 
adaptarse a situaciones de déficit hídrico desarrollando un amplio abanico de 
estrategias, en las que participan multitud de rutas biosintéticas, siendo determinante el 
genotipo de púa y portainjerto no solo en sí mismo para desplegar el metaboloma 
constitutivo, sino en la adaptación metabólica a sequía. Además, cada combinación de 
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genotipos de púa y portainjerto es capaz de desarrollar su propia estrategia de respuesta 
metabólica en situaciones de falta de disponibilidad de agua. 
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ANALISIS INTEGRADO DE LA RESPUESTA DE LOS INJERTOS DE PINUS PINASTER  AL  
DÉFICIT HÍDRICO 

 

Para analizar cómo el genotipo del portainjerto influye en la modulación de la respuesta 
a sequía de plantas injertadas de Pinus pinaster, primero se analizó el perfil 
transcriptómico de individuos de la progenie procedentes del cruce controlado Gal 1056 
x Oria 6, que presentaban respuestas contrastadas a sequía (de Miguel et al., 2016), en 
condiciones control y déficit hídrico. Hermanos de la misma progenie fueron utilizados 
posteriormente como portainjertos en el estudio de la respuesta de injertos al estrés 
hídrico. Uno de los hallazgos de este primer análisis fue que genotipos tolerantes a 
sequía acumulan un elevado número de transcritos relacionados con la respuesta a la 
sequía antes de su exposición al estrés hídrico, al contrario de lo observado en genotipos 
sensibles, en los que se detectan en etapas posteriores del tratamiento. En concreto, se 
detectó la acumulación constitutiva de transcritos relacionados con la regulación de 
fitohormonas, señalización, y de protección estructural, metabólica y de transporte, en 
genotipos tolerantes. Por el contrario, se detectó una elevada acumulación de transcritos 
relacionados con protección osmorreguladora bajo condiciones de déficit hídrico sólo en 
genotipos sensibles. Este resultado podría sugerir que los genes relacionados con 
respuesta a sequía que se expresan de forma constitutiva en genotipos tolerantes podrían 
estar más relacionados con una respuesta fisiológica adaptativa activa, más efectiva, 
para aclimatarse rápidamente a condiciones de estrés hídrico, que aquellos expresados 
de forma facultativa en condiciones de déficit hídrico.  

El análisis del efecto del portainjerto en el transcriptoma y metaboloma de las acículas 
de las púas de los progenitores injertadas en condiciones control, permitía explorar si la 
hipótesis establecida en base a los resultados obtenidos con plantas íntegras podían 
observarse en injertos, y así pudiera emplearse los portainjertos para profundizar en la 
comprensión de la comunicación entre órganos y, desde un punto de vista práctico, 
como una estrategia para mejorar la tolerancia a sequía de púas procedentes de 
genotipos élite, con peor respuesta a estrés hídrico injertándolas sobre portainjertos 
tolerantes. El análisis del transcriptoma reveló un mayor efecto del genotipo del 
portainjerto en púas Gal 1056 que en Oria 6, con un enriquecimiento de genes asociados 
con tolerancia a estrés hídrico implicados en metabolismo secundario, organización de 
la pared celular, señalización, fitohormonas y respuesta a estímulo externo al analizar 
Gal 1056 / R1S vs Gal 1056 / R18T. Estos resultados refuerzan dicha hipótesis 
sugiriendo que portainjertos tolerantes a sequía pueden modular la tolerancia a estrés 
hídrico de púas sensibles modificando la expresión de genes implicados en la tolerancia 
a sequía en condiciones control. El análisis del metaboloma confirmó los resultados 
obtenidos en los perfiles de expresión génica, observándose cambios en el perfil 
metabólico de compuestos primarios y secundarios de acículas de las púas injertadas. Se 
detectaron diferencias constitutivas en la acumulación de lípidos, azúcares, 
polialcoholes, ácidos orgánicos, transportadores de electrones, aminoácidos y 
compuestos nitrogenados y fenólicos. Al contrario de lo observado en el perfil 
transcriptómico, el análisis reveló que el metaboloma de la acícula se veía más activado 
por el portainjerto sensible que por el portainjerto tolerante. Esto podría indicar una 
mayor actividad de procesos asociados a desarrollo en plantas Gal 1056 / R1S y Oria 6 / 
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R1S inducidas por el portainjerto sensible, mientras que portainjertos tolerantes podrían 
modular el crecimiento de la planta injertada, ralentizándolo, redirigiendo recursos hacia 
mecanismos de respuesta a sequía.  

A pesar de ello, en plantas injertadas sobre el portainjerto tolerante se detectó la 
acumulación de ácido quínico cuyo papel en la inducción de tolerancia ha sido 
previamente descrito. El análisis del perfil de compuestos terpenoicos en acículas reveló 
diferencias claras que se correspondían con los perfiles de procedencia atlántica y 
mediterránea descritos previamente para la especie (Walter et al., 1985; Arrabal et al., 
2012), con una acumulación diferencial de diterpenos neutros y ácidos principalmente. 
No se detectó un efecto claro del genotipo del portainjerto en el perfil metabólico de 
terpenos en acículas. Es posible que las grandes diferencias detectadas en los patrones 
de estos compuestos según la procedencia de la púa, pudieran enmascarar dicho efecto.  

Asimismo, el análisis transcriptómico apoya la existencia de una regulación constitutiva 
bidireccional entre púas y portainjertos que afecta a múltiples genes, rutas y procesos. 
Entre ellos los implicados en el metabolismo secundario de terpenos y flavonoides 
principalmente en Gal 1056 / R1S y Gal 1056 / R18T; en respuesta a estímulo externo y 
en la biosíntesis, percepción y transducción de señales de diferentes fitohormonas, con 
un mayor número de genes asociados a la regulación mediada por ABA y auxina en 
Oria 6 / R1S y Oria 6/ R18T, con genes que codifican FTs implicados en respuesta a 
sequía como factores MYB, AP2/ERF, C2H2-ZF, PHD, HSF, NAC y WRKY. Estos 
resultados también se observaron al analizar el perfil de terpenos constitutivos en 
diferentes tejidos de la planta. Se detectaron diferencias en el perfil de terpenos tanto 
cualitativas como cuantitativas entre órganos y genotipos, lo que refuerza la hipótesis de 
que las púas de genotipos tolerantes juegan un papel fundamental en conferir una mayor 
tolerancia en respuesta a estrés hídrico, y que además este sistema es órgano 
dependiente, con mecanismos compartimentados que permite la optimización de todos 
los recursos de la planta a largo plazo. El análisis reveló que entre los mecanismos de 
regulación bidireccional púa-portainjerto, se producía una redistribución constitutiva de 
terpenos neutros y ácidos de acículas a raíces que proporcionaba una mayor capacidad 
defensiva constitutiva en raíces ante situaciones de déficit hídrico. Estos resultados se 
confirmaron al analizar genes expresados constitutivamente en púas injertadas sobre 
portainjertos tolerantes, que revelo la sobreexpresión de genes relacionados con 
transporte de solutos, biosíntesis de ARN, metabolismo secundario, organización de la 
pared celular, respiración celular, homeostasis de proteínas, modificación de proteínas y 
respuesta a estímulo externo. Entre otros, se detectó la sobreexpresión constitutiva de 
genes GRAS, DREB, ERF, bZIP NAC y WRKY, FTs asociados con respuesta a déficit 
hídrico en coníferas, y mayor acumulación de metabolitos secundarios como 
flavonoides, dihidroflavonoides, p-coumaroil-CoA, isoprenil difosfatos y terpenos. 
Estos resultados confirman la influencia del portainjerto tolerante en la inducción de 
mecanismos de tolerancia de la púa injertada de Pinus pinaster. 

También se analizó el efecto de los portainjertos en el transcriptoma y metaboloma de 
las acículas de las púas injertadas en injertos sometidos a déficit hídrico moderado. Es 
importante señalar que en el estudio de genotipos de la progenie de Pinus pinaster, que 
mostraban una respuesta contrastada a sequía, se identificó que la mayor modificación 
del transcriptoma observada en respuesta a sequía se producía en raíces.  
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Este resultado coincide con los perfiles metabólicos descritos previamente en otros 
genotipos de Pinus pinaster sometidos a sequía (de Miguel et al., 2016). La respuesta 
temprana de las raíces está relacionada con su función, ya que son los órganos 
sensoriales primarios que trasmiten señales químicas a los tallos y acículas con el fin de 
informar sobre el estado hídrico del suelo y regular la expresión de genes que controlan 
las vías moleculares de respuesta a la sequía (Janiak et al., 2016). La comparación entre 
los perfiles transcriptómicos de los genotipos sensibles y tolerantes reveló que se 
producía una mayor acumulación de transcritos asociados a estrés hídrico en genotipos 
sensibles. Estos resultados están en concordancia con la hipótesis de que la activación 
basal, constitutiva, de los mecanismos de respuesta a estrés hídrico en genotipos 
tolerantes podría favorecer una respuesta rápida y eficiente ante episodios de sequías 
recurrentes. Otros estudios también han descrito que genotipos sensibles de distintas 
especies vegetales muestran una hiperrespuesta a estrés por sequía en comparación con 
los genotipos tolerantes (Yates et al., 2014, Pucholt et al., 2015, Fracasso et al., 2016, 
Muthusamy et al., 2016). Este hecho podría sugerir la ausencia de algunos mecanismos 
de evitación del estrés en los genotipos sensibles que atenúen los efectos de la sequía. 
Entre las rutas específicas que diferían entre genotipos sensibles y tolerantes destacan 
aquellas relacionadas con el metabolismo secundario implicadas en la biosíntesis de 
flavonas, flavonoles y carotenoides, cuyo papel en la respuesta al estrés hídrico ha sido 
ampliamente descrito (Gill y Tuteja 2010; Dao et al., 2011; Ruiz-Sola et al., 2014; 
Shojaie et al., 2016). El análisis pormenorizado de los transcritos sobreexpresados en 
los diferentes órganos sometidos a sequía, nos permitió adquirir una visión global de su 
actividad funcional según el genotipo de la planta. Las raíces de genotipos tolerantes 
mostraban acumulación de transcritos relacionados con el transporte de carbohidratos 
solubles, proteínas implicadas en la cadena respiratoria, y asociadas a la acción de ABA. 
Por el contrario, las de los genotipos sensibles incluían transcritos que codifican 
proteínas de transporte en membranas, de resistencia a enfermedades y estrés y 
reguladores postranscripcionales. Los tallos de los genotipos sensibles sometidos a 
sequía también mostraron un mayor número de transcritos con un enriquecimiento de 
aquellos implicados en inmunidad y respuesta a estrés; mientras, en los tallos de los 
genotipos tolerantes se observó una acumulación de transcritos que participan en el 
metabolismo de lípidos, carbohidratos y aminoácidos. Por último, las acículas 
mostraron la mayor cantidad de transcritos relacionados con respuesta a sequía en 
genotipos sensibles, que era significativamente inferior al observado constitutivamente 
en los genotipos tolerantes. Se identificaron transcritos asociados con proteínas 
implicadas en la protección de ARN y otras proteínas, en detoxificación, fotosíntesis, 
biosíntesis de osmolitos, señalización, remodelación de la pared celular y metabolismo 
de poliaminas. En contraste, las acículas de los genotipos tolerantes mostraron una baja 
acumulación de transcritos en respuesta a sequía, que estaban implicados en la 
protección del plegamiento de moléculas, en ajuste osmótico y respuesta oxidativa.  

El análisis de portainjertos reveló un efecto mayor de los portainjertos tolerantes en la 
expresión de genes relacionados con la respuesta a sequía en acículas de las púas 
injertadas, en respuesta a déficit hídrico. Este efecto se hacía visible tanto en púas Gal 
1056 como Oria 6, siendo más acusado en plantas Oria 6 / R18T. Al analizar del efecto 
del portainjerto en plantas injertadadas Gal 1056, se observó, en Gal 1056 / R18T, la 
sobreexpresión de genes asociados con la respuesta a sequía que codifican bHLH, NAC, 
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C2H2-ZF o WRKY; proteínas implicadas en respuesta a estímulo externo, en la acción 
de fitohormonas, en la homeostasis de proteínas y en metabolismo secundario, en 
particular, en la biosíntesis de flavonoides. Por el contrario, no se observaron cambios 
en genes implicados en el metabolismo de terpenos entre plantas injertadas sobre los 
portainjertos sensibles y tolerantes. Los injertos Oria 6 / R18T sometidos a estrés 
hídrico mostraron sobreexpresión de genes implicados en metabolismo de proteínas, 
homeostasis de proteínas y FTs. Por el contrario, no se detectaron diferencias en la 
respuesta a estímulo externo, ni en la acción de fitohormonas. Con respecto a la 
sobreexpresión de genes que codifican FTs, se identificaron, entre otros, factores 
implicados en respuesta a sequía como GRAS, ERF, MYB. Además, se observó un 
aumento muy significativo de genes implicados en el metabolismo de antocianinas y 
otros flavonoides. Como en el caso anterior, no se observaron diferencias en el 
metabolismo de terpenos. Estos resultados sugieren un efecto de los portainjertos 
tolerantes en el transcriptoma de las acículas de las púas injertadas en respuesta a 
sequía, que implica la comunicación a distancia entre los órganos subterráneos y aéreos, 
y por consiguiente una modulación de genes implicados en procesos asociados con la 
tolerancia al estrés hídrico moderado. A estos resultados observados al analizar los 
injertos que integran portainjertos tolerantes se une los derivados del estudio del efecto 
de la púa en plantas injertadas en respuesta a sequía. El análisis comparativo de los 
injertos Gal 1056 / R1S vs Oria 6 / R1S sometidos a déficit hídrico, reveló un 
enriquecimiento de genes sobreexpresados en Gal 1056 / R1S implicados en el 
metabolismo de terpenos, antocianinas y otros flavonoides, organización de la pared 
celular, homeostasis de proteínas, FTs asociados con la respuesta a sequía y acción de 
fitohormonas, como ABA. Asimismo, en Oria 6 / R1S se detectó una mayor 
acumulación de genes implicados en respuesta a estímulo externo. Estos resultados 
sugieren el control de diversos procesos asociados con respuesta a sequía por parte de 
los genotipos de las púas que, en el caso del progenitor tolerante, en condiciones 
control, muestra escasa variabilidad al comparar la expresión génica sobre ambos 
portainjertos. Estas observaciones también concuerdan con el estudio transcritómico de 
distintos órganos de individuos de la progenie Gal 1056 x Oria 6 sometidos a estrés 
hídrico, que reveló una marcada inducción de genes implicados en respuesta a sequía en 
genotipos sensibles.  

El análisis metabólico del perfil de terpenos en respuesta a sequía reveló diferencias 
específicas en los diferentes órganos de plantas injertadas de Pinus pinaster. En 
concreto en acículas, se detectó una notable disminución de DRAs y variaciones en los 
niveles de otros terpenos como monoterpenos, sesquiterpenos o diterpenos neutros. 
Estos resultados coinciden con lo observado en otras especies de coníferas (Kainulainen 
et al., 1992; Llusiá y Peñuelas, 1998; Turtola et al., 2003). Está disminución de DRAs 
en acículas se correlacionó con el aumento observado en raíces en respuesta a sequía, 
que refuerza la idea de la comunicación y regulación bidireccional constitutiva descrita 
previamente en plantas injertadas, y que podría sugerir que ante déficit hídrico se 
produce una redistribución de terpenos entre púas y portainjertos de acuerdo a la 
disponibilidad de agua, mostrando una asignación coordinada de DRAs entre ambos 
órganos. Estos cambios fueron muy poco significativos en muestras de tallos de injertos 
sometidos a sequía. Además esta redistribución de DRAs de acículas a raíces en 
condiciones de sequía fue más acusada en plantas Gal 1056 / R1S, mientras que la 
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menor disminución de diterpenos ácidos en áciculas fue detectado en plantas Gal 1056 / 
R18T y Oria 6 / R18T, y principalmente en Oria 6 / R18T. Parece claro que la 
intensidad de los cambios en los niveles de DRAs inducidos en respuesta a sequía en 
acículas y raíces de injertos de Pinus pinaster está relacionada con el nivel de tolerancia 
a sequía del portainjerto utilizado. Con respecto al resto de terpenos, también se 
detectaron cambios en los perfiles metabólicos en condiciones de escasez de agua, 
destacando nuevamente las observadas en Gal 1056 / R1S en los que se identificaron 
acumulaciones más altas o con tendencias opuestas a las observadas en el resto de 
combinaciones de genotipos, al igual que se ha descrito para otras especies de coníferas 
(Sancho-Knapik et al., 2017). En acículas este efecto se observó tanto en monoterpenos 
y sesquiterpenos como en diterpenos neutros. Estos resultados coinciden con los 
observados a partir del análisis transcriptómico, que reveló una mayor acumulación de 
transcritos implicados en el metabolismo de terpenos en plantas Gal 1056 / R1S 
sometidas a sequía. El análisis de metabolitos primarios en acículas reveló también 
modificaciones en los perfiles metabólicos de múltiples compuestos. En plantas Gal 
1056 / R1S y Gal 1056 / R18T sometidas a sequía se observó una acumulación 
diferencial de aminoácidos y otros compuestos nitrogenados, carbohidratos lípidos, 
compuestos fenólicos y lignanos. Esta acumulación era mayor en plantas Gal 1056 / 
R18T. Este resultado coincide con lo observado en el estudio de genes implicados en el 
metabolismo de compuestos fenólicos y de aminoácidos, ligeramente sobreexpresados 
en individuos injertados sobre el portainjerto tolerante frente al sensible. En plantas Gal 
1056 / R1S sometidas a sequía se vieron alterados, principalmente, patrones 
metabólicos de compuestos relacionados con el metabolismo del carbono, que podría 
estar asociado con los patrones de acumulación y redistribución de DRAs en estos 
genotipos. En plantas Oria 6 injertadas sobre portainjertos tolerantes y sensibles 
sometidas a sequía se observó la acumulación diferencial de aminoácidos y compuestos 
nitrogenados, carbohidratos, lípidos y compuestos fenólicos, con un aumento más 
acusado de estos últimos compuestos en plantas Oria 6 / R18T, que correlaciona con los 
resultados del análisis transcriptómico.  

Estos resultados en su conjunto proporcionan, por primera vez, un visión holística de la 
respuesta molecular a sequía de Pinus pinaster, incluyendo el análisis de clones e 
injertos sometidos a déficit hídrico. El estudio diferencial permitió comenzar a 
desentrañar la respuesta pre-adaptativa de los pinos tolerantes a la sequía. Asimismo, el 
análisis del efecto de los portainjertos tolerantes a la sequía sugieren su participación en 
la modulación de los perfiles transcriptómicos y metabólomicos de las púas injertadas 
tanto en condiciones control como en respuesta a estrés hídrico, principalmente 
modificando la expresión de genes asociados con la respuesta a estímulo externo, la 
acción de fitohormonas, FTs de respuesta a sequía, homeostasis de proteínas, y 
acumulación de metabolitos secundarios como flavonoides y otros compuestos 
fenólicos, que inducen una mayor capacidad adaptativa de la planta injertada. De 
confirmarse estos resultados mediante el análisis de un mayor número de 
construcciones, el empleo de portainjertos seleccionados por su tolerancia a sequía 
podría constituir una estrategia para la producción de genotipos élite de Pinus pinaster, 
en muchos casos muy sensibles a sequía, con mayor capacidad adaptativa, y desarrollar 
una nueva línea en los programas de mejora de Pinus pinaster, centrada en la obtención 
y selección de portainjertos. 
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1.  El estudio de mezclas de ARN de acículas, tallos y raíces de individuos 
tolerantes o de individuos sensibles a sequía permite analizar tendencias de los 
perfiles de expresión génica en respuesta estrés hídrico. 
 

2.  El análisis transcriptómico de plantas de la progenie del cruce controlado Gal 
1056 x Oria 6 revela que los genotipos tolerantes a la sequía acumulan un 
elevado número de transcritos relacionados con la respuesta a sequía incluso 
antes de ser sometidos a déficit hídrico, a diferencia de los genotipos sensibles. 
 

3.  Los genes expresados constitutivamente en genotipos tolerantes, que están 
relacionados con respuesta a sequía, implicados en señalización, la acción de 
hormonas y la protección contra el estrés, podrían proporcionar ventajas 
adaptativas frente a condiciones de déficit hídrico. 
 

4.  El análisis de los injertos Gal 1056 / R1S, Gal 1056 / R18T, Oria 6 / R1S y Oria 
6 / R18T en condiciones control revela que el genotipo de los portainjertos 
afecta significativamente al perfil de expresión génica de las acículas de las púas 
del progenitor sensible a sequía Gal 1056. Así, las acículas de Gal 1056 / R18T 
muestran enriquecimiento de genes relacionados con tolerancia a estrés hídrico, 
implicados en respuesta a estímulo externo, acción de fitohormonas, biosíntesis 
del ARN y metabolismo secundario. Por el contrario, el perfil de expresión 
génica de las acículas de las púas del progenitor tolerante a la sequía, Oria 6, 
está poco afectado por los portainjertos sobre los que están injertadas, indicando 
un mayor efecto del genotipo tolerante de la púa.  
 

5.  En condiciones de déficit hídrico, las acículas de las púas de Oria 6 injertadas 
en portainjertos tolerantes muestran una mayor inducción de genes asociados 
principalmente con FTs relacionados con respuesta a sequía y biosíntesis de 
flavonoides. Asimismo, en este genotipo se observa sobreexpresión de genes 
implicados en la biosíntesis y señalización de ABA, fitohormona clave en la 
regulación de la respuesta a déficit hídrico.  
 

6.  También en condiciones de déficit hídrico, y con independencia del 
portainjerto, las acículas de las púas de Gal 1056 muestran un enriquecimiento 
de genes implicados en la organización de la pared celular, mientras que en Oria 
6 están relacionados con respuesta a estímulo externo y homeostasis de 
proteínas, procesos que parecen estar determinados por el genotipo de la púa. 
Estos resultados sugieren que la respuesta a estrés hídrico observado en las 
acículas de los injertos es resultado de la integración de señales procedentes de 
ambos genotipos que conforman el injerto y por consiguiente, debe existir una 
comunicación entre púa y portainjerto que da lugar al perfil de expresión génica 
mostrado por cada construcción. 
 

7.  La comparación del perfil de expresión génica de las acículas de plantas 
injertadas sometidas a ambos regímenes hídricos, control y déficit hídrico 
moderado, revela una inducción génica mayor en plantas injertadas sobre 
portainjertos tolerantes, con un elevado porcentaje de genes implicados en 
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respuesta a sequía. Asimismo, los resultados sugieren la existencia de un efecto 
del genotipo del portainjerto en la sobreexpresión constitutiva de una plétora de 
genes implicados en respuesta a estrés hídrico e inducción de tolerancia, 
asociada con el portainjertos tolerante. 
 

8. El análisis del perfil metabólico revela que el genotipo de la púa y del 
portainjerto afecta al contenido cuantitativo y cualitativo de terpenos 
constitutivos y acumulados diferencialmente en respuesta a déficit hídrico en los 
distintos órganos de la planta injertada. Estas modificaciones podrían conferir 
sistemas de defensa compartimentados de respuesta a estrés para la asignación 
optimizada de los recursos a largo plazo. 
 

9. La procedencia de la púa es determinante en la diversidad del perfil de terpenos 
en la acícula, con diferencias más marcadas en el contenido de diterpenos 
neutros y ácidos. Además, se confirma la existencia de una potencial 
comunicación entre órganos, no sólo desde los subterráneos a los aéreos, sino 
también en sentido contrario. La sequía afecta a la distribución constitutiva de 
terpenos entre acículas y raíces, proporcionando un mayor nivel defensivo en 
raíces bajo condiciones de escasez de agua. 
 

10. El genotipo de la púa y del portainjerto también afecta a los niveles de 
monoterpenos y sesquiterpenos, mostrando en general modificaciones más 
intensas bajo niveles moderados de estrés hídrico, por lo que podemos 
considerarlos parte de la respuesta temprana a sequía. 
 

11. En condiciones control ya se detectan variaciones significativas en los patrones 
metabolómicos de acículas en relación a los genotipos de púa y portainjerto, que 
afectan a la biosíntesis de lípidos, azúcares, polialcoholes, ácidos orgánicos, 
transportadores de electrones, aminoácidos y compuestos fenólicos. Las 
mayores diferencias se observan en el metaboloma de acículas de púas injertadas 
en portainjertos sensibles.  
 

12. En la respuesta a déficit hídrico, el análisis del metaboloma en acículas 
identifica patrones diferenciales en función del genotipo de púa y portainjerto, 
con una influencia mayor del genotipo de la púa, produciendo la sequía una 
acumulación significativa de la mayoría de los metabolitos, dirigida a mantener 
el potencial osmótico, en el que el pinitol participa activamente, así como el 
equilibrio redox con los compuestos fenólicos flavonoideos y no flavonoideos 
como importantes antioxidantes.  
 

13. La acícula de Pinus pinaster en plantas injertadas se adapta a situaciones de 
déficit hídrico desarrollando una estrategia metabólica propia en cada 
combinación de púa y portainjerto. En relación al genotipo de la púa, las 
diferencias en la respuesta metabolómica a sequía están asociadas con 
compuestos fenólicos, lignanos y ácidos grasos, mientras que las debidas al 
genotipo del portainjerto lo están con el metabolismo del nitrógeno y de 
carbohidratos, así como del ácido quínico en plantas injertadas sobre el 
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portainjerto tolerante, y del ácido linolénico en plantas injertadas sobre el 
portainjerto sensible 
 

14. La tolerancia a sequía del portainjerto es un importante factor para determinar el 
nivel de acumulación de los metabolitos en la acícula de la planta injertada en 
respuesta a sequía, pero en esta respuesta es también de gran importancia el 
genotipo de la púa injertada, particularmente si se utilizan púas de genotipos 
tolerantes a sequía como Oria 6. 
 

15.  El estudio centrado en los injertos ha aportado nueva información sobre el 
control molecular de la respuesta a sequía de Pinus pinaster, revelándose como 
un sistema experimental con el que poder abordar el análisis de la comunicación 
e interpretación de las señales generadas por la parte aérea (acículas y tallos) y 
subterránea (raíces) en respuesta al estrés hídrico. Asimismo, si se confirman los 
resultados obtenidos con un mayor número de genotipos, e incorporando un 
seguimiento de la respuesta a sequía a lo largo del desarrollo de los injertos, la 
selección y mejora de portainjertos de la especie podría permitir la propagación 
de púas de genotipos élite de Pinus pinaster sensibles a sequía, mejorando su 
capacidad adaptativa. 
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